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Riassunto 
 
Parole chiave: striscio ematico, patologo clinico, morfologia, eritrociti “a quadrifoglio”, cane. 
 
L’esame dello striscio di sangue è una parte fondamentale del profilo ematologico completo in 
quanto consente di valutare la salute generale del paziente, di dare informazioni che vanno 
molto al di là della semplice conta leucocitaria differenziale e di validare i dati generati dai 
contaglobuli automatici. 
In questo studio si è valutato l’influenza del microscopista nella lettura dello striscio ematico 
periferico, si è indagato sull’incidenza dell’alterazione eritrocitaria ‘a quadrifoglio’ e sulla 
quantificazione e localizzazione all’interno dello striscio di quest’ultima nella specie canina  
Per studiare l’influenza del patologo-clinico nell’interpretazione dello striscio, sono stati valutati 
sedici strisci ematici che sono stati esaminati da quattro diversi patologi clinici e poi sono stati 
comparati i risultati. Per studiare l’incidenza, la quantificazione e la localizzazione 
dell’alterazione eritrocitaria a quadrifoglio sono stati raccolti retrospettivamente gli emogrammi 
presentanti questa alterazione e sono stati valutati nuovamente al microscopio gli strisci ematici 
corrispondenti.  
L’analisi statistica sui dati riguardanti le diverse letture dei clinico-patologi ha evidenziato 
significative differenze nella conta dei neutrofili e dei linfociti, nella valutazione 
dell’anisocitosi, della poichilocitosi e della policromasia, mentre non si sono riscontrate 
significative differenze nella conta eosinofilica, monocitaria e nella stima piastrinica.  
Sulla base dei risultati ottenuti si può concludere che l’incidenza dell’alterazione ‘a 
quadrifoglio’ nei 15 mesi di questo studio è 0,045 (4,5%) e che l’alterazione si localizza 
principalmente nella coda e nella zona marginale tra corpo e coda. Saranno necessari ulteriori 
studi per indagare con maggior precisione questo tipo di alterazione. 
 
 
Abstract 
 
Key words: blood smear, clinico-pathologist, morphology, quatrefoil erythrocytes, dog. 
 
Microscopic evaluation of blood smears is a fundamental part of the complete blood count, used 
to investigate health condition, to give information that goes far beyond the simple differential 
leukocyte count and to validate the data generated by automated cell counter. 
The aim of this study was to assess the role of the clinico-pathologist in the interpretation of the 
peripheral blood smear, and to investigate the incidence, number per field and localization of 
the quatrefoil erythrocytes in the peripheral blood smear. 
To study clinico-pathologist’s influence in the interpretation of the smear, sixteen blood smears 
were evaluated by four different clinico-pathologists and then the results were compared. To 
study the incidence, localization and quantification of quatrefoil erythrocyte the CBC were 
retrospectively collected and then reviewed the smears that were presenting this alteration. 
Statistical analysis of data on the different interpretations of clinico-pathologist showed 
significant differences in counts of neutrophils and lymphocytes, in the evaluation of the 
anisocytosis, poikilocytosis and polychromasia, without significant differences in eosinophil 
and monocyte counts and in the platelet estimation.  
Based on the results obtained it can be concluded that the incidence of the quatrefoil erythrocyte 
in the 15 months of this study is 0.045 (4,5%) and that the alteration is localized mainly in the 
feathered edge and in the marginal zone between the body and feathered edge. Further studies 
will be required to investigate more accurately this type of alteration. 
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Introduzione 
 
L’osservazione microscopica dello striscio ematico è una componente essenziale 
dell’esame emocromocitometrico e costituisce un importante strumento per convalidare 
i dati generati anche dai più moderni e sofisticati contaglobuli. 
L’esame dello striscio ematico ed in particolare il riconoscimento dei vari tipi di 
poichilocitosi eritrocitaria, la valutazione semiquantitativa e la discriminazione dagli 
artefatti deve essere effettuato da personale esperto e qualificato perchè la comprensione 
di ciò che viene osservato al microscopio non può prescindere da un’approfondita 
conoscenza dei processi di formazione e maturazione delle cellule, della loro struttura, 
delle funzioni biochimiche e degli agenti che possono turbare la loro fisiologia e 
conformazione. Infatti, con la valutazione della morfologia eritrocitaria l’operatore 
esperto può ipotizzare in breve tempo ed a basso costo la causa di una possibile anemia, 
la presenza di un potenziale processo metabolico primario, la presenza di disfunzioni 
organiche specifiche e quella di un potenziale agente infettivo. 
Nella parte generale sono stati approfonditi alcuni aspetti della conta cellulare in 
veterinaria, dello striscio ematico periferico e della normale e alterata morfologia degli 
eritrociti, leucociti e piastrine.   
Lo scopo di questo lavoro è stato quello di valutare l’influenza dell’operatore nella 
interpretazione dello striscio ematico, nella determinazione della formula leucocitaria, 
nell’osservazione e registrazione delle variazioni morfologiche di eritrociti, leucociti e 
piastrine. Inoltre, è proseguita l’indagine sull’insolita alterazione eritrocitaria “a 
quadrifoglio”, valutandone incidenza, localizzazione e quantificazione per campo 
microscopico. 
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1 ESAME EMOCROMOCITOMETRICO 
L’esame emocromocitometrico è un insieme di analisi utilizzato per descrivere la 
quantità e la qualità degli elementi cellulari nel sangue e di alcune sostanze presenti nel 
plasma. E’ un esame economico che rileva diverse anomalie e condizioni 
patologiche[66] rientra nelle analisi di base richieste al laboratorio,ma fornisce 
informazioni solo su quello che accade direttamente o indirettamente ad un numero 
piuttosto ristretto di elementi cellulari circolanti[38]. 
L’esame emocromocitometrico solitamente comprende la conta totale delle cellule 
ematiche (eritrociti, leucociti e piastrine), la misura o il calcolo dell’ematocrito, 
dell’emoglobina, del volume corpuscolare medio (MCV), della concentrazione 
corpuscolare media dell’emoglobina (MCHC), dell’emoglobina media cellulare (MCH), 
l’esame microscopico dello striscio ematico e la realizzazione della formula leucocitaria 
comprensiva della valutazione morfologica degli elementi cellulare [59]. 
1.1 INDICAZIONI 
La maggior parte degli stati patologici determina alterazioni dell’emogramma e quindi 
la sua realizzazione è sempre consigliata a complemento di ogni visita clinica. La sua 
interpretazione deve essere fatta sempre e comunque in correlazione con l’esame 
clinico. Generalmente l’esecuzione dell’emogramma è indicato: 
- quando l’esame clinico rende evidente un’affezione ematologica primitiva, come 
il pallore delle mucose indicativo di anemia oppure le petecchie evocanti 
trombocitopenia. 
- per contribuire alla formulazione di una diagnosi (per esempio di leucemia in 
presenza di cellule anormali in circolo oppure di Babesiosi o Mycoplasmosi in 
corso di anemia.). 
- per valutare le conseguenze di una malattia sull’ organismo ( leucocitosi in caso 
di stress, neutrofilia con deviazione a sinistra in corso di iperadrenocorticismo, 
in presenza di lesioni suppurative, di anemia o in corso di ipotiroidismo). 
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- in associazione ad un esame biochimico, al fine di valutare lo stato dei principali 
organi e apparati (come esami preoperatorio). 
- per seguire gli effetti di una chemioterapia [59]. 
1.2 PRELIEVO E MANIPOLAZIONE DEL CAMPIONE 
Le specie monogastriche dovrebbero essere tenute a digiuno la notte precedente il 
prelievo per evitare che una possibile lipemia possa interferire con la determinazione di 
proteine plasmatiche, fibrinogeno ed emoglobina[26]. In teoria l’emogramma si 
dovrebbe realizzare in un paziente tranquillo da un prelievo di sangue venoso [38,61]. I 
siti di prelievo nel cane e nel gatto sono numerosi e la scelta dell’uno o dell’altro 
dipende dalla familiarità e dalla manualità dell’operatore, dalla quantità di sangue 
necessario (se occorrono cospicue quantità è meglio utilizzare la vena giugulare) e dal 
temperamento dell’animale (sui soggetti particolarmente agitati e irrequieti, meglio 
utilizzare la vena safena ed evitare quella giugulare).Una volta prelevato il sangue è 
posto in una provetta solitamente contenente EDTA [59]. 
L’acido etilen-diammino-tetraacetico (EDTA) è l’anticoagulante di scelta per 
l’esecuzione dell’emocromo e la valutazione della morfologia cellulare 
[26,31,38,41,62]. La sua forma liquida (di solito K3EDTA) diffonde nel campione in 
modo migliore di quella in polvere (di solito K2 EDTA) ed è più adatta a prevenire 
l’aggregazione piastrinica nel sangue del gatto, nei campioni molto viscosi o in quelli 
dove il prelievo è stato difficoltoso. Il K2 EDTA invece conserva meglio gli eritrociti 
per la conta automatica e non determina diluizione nei campioni di volume ridotto. 
Entrambe le forme di EDTA conservano fino a quattro ore la morfologia cellulare 
[31,62]. Per la valutazione di quest’ultima si può usare anche il citrato, utile per non 
trovarsi di fronte a pseudotrombocitopenia da anticoagulante, ma in questo caso la 
diluizione necessaria al 10% interferisce con la determinazione della conta cellulare 
[41]. L’utilizzo di eparina non permette una perfetta colorazione dei leucociti e 
determina la formazione di aggregati piastrinici di maggiori dimensioni rispetto a quelli 
che si ottengono con utilizzo di EDTA [26,41]. 
Il materiale utilizzato per il prelievo deve essere sterile, gli aghi avere un diametro 
adeguato (almeno 22G per i gatti, e 21G per i cani). Il sito di prelievo deve essere rasato 
e disinfettato, per evitare qualunque contaminazione batterica, che possa interferire con 
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la realizzazione dell’emocromo, soprattutto quando questo deve essere spedito a un 
laboratorio esterno e i germi hanno il tempo necessario per proliferare nel sangue. Il 
prelievo deve essere eseguito in un'unica presa. Il sangue deve essere trasferito 
immediatamente in una provetta e agitata dolcemente per inversione 10-20 volte per 
permettere di mescolarsi bene con l’anticoagulante. Importante è ricordare che il 
volume di sangue prelevato deve rispettare sempre il rapporto sangue/EDTA indicato 
sulla provetta: un eccesso di anticoagulante rispetto al volume di sangue prelevato può 
creare artefatti nella determinazione sia strumentale, sia morfologica [18,31,38], a 
questo scopo l’uso delle vacutainer ne facilita la procedura [41]. 
1.3 ESAME MACROSCOPICO DEL CAMPIONE DI SANGUE 
Prima di processare il campione è sempre necessario escludere la presenza di coaguli, 
che potrebbero interferire con la conta cellulare della macchina. L’osservazione della 
provetta serve a determinarne il colore del sangue, la presenza o meno di lipemia e 
quella dell’agglutinazione eritrocitaria. Gli eritrociti del cavallo sono caratteristici 
perché sedimentano molto velocemente con la formazione di rouleaux (i globuli rossi 
aderiscono tra loro formando strutture simili a pile di monete). 
1.3.1 Agglutinazione 
L’agglutinazione è il prodotto della reazione antigene-anticorpo fra gli eritrociti con 
aggregazione o raggruppamento in cluster simili a grappoli d’uva. Le IgM sono le 
principali responsabili dell’insorgenza di fenomeni di agglutinazione. 
L’autoagglutinazione è stata osservata in alcune anemie emolitiche, in disordini 
dell’agglutinina a freddo (cold agglutinin è un anticorpo freddo, cioè un anticorpo che 
ha la sua massima attività a 4-20° C) e occasionalmente anche in animali senza segni 
evidenti di emolisi [41]. 
Negli animali anemici, l’agglutinazione è un indicatore di un effetto immunomediato, 
ma è altrettanto vero che la sua assenza non esclude un’anemia immunomediata. 
L’autoagglutinazione deve essere sempre differenziata dai rouleaux, che di solito 
appaiono come pile ordinate o disfatte di globuli rossi. In entrambi i casi, il sangue ha 
un aspetto da fine a grossolanamente granulare. Per differenziare l’agglutinazione dai 
rouleaux si ricorre al test della diluizione salina (dispersione), il sangue è diluito con 
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fisiologica ed è esaminato al microscopio (l’esame grossolano può condurre 
erroneamente alla conclusione che sia presente agglutinazione). Con questo test i 
rouleaux si dovrebbero disperdere in singoli eritrociti perché il plasma e quindi le 
proteine totali si abbassano per la diluizione con fisiologica. Generalmente si parte da 
una diluizione di almeno una parte di sangue con tre di soluzione fisiologica (diluizione 
1:4). Occasionalmente una diluizione di una parte di sangue con una di soluzione 
fisiologica (diluizione 1:2) disperde i rouleaux, ma più frequentemente sono necessarie 
diluizioni maggiori. 
Gli eritrociti agglutinati non si disperdono con la diluizione. L’agglutinazione non è un 
fenomeno reversibile come la formazione di rouleaux e può interferire con le 
valutazioni ottiche ed elettroniche degli eritrociti, infatti, gruppi di globuli rossi passano 
attraverso la camera di conta come “grandi cellule”. In questi casi, la misurazione del 
MCV e della concentrazione dei globuli rossi sono calcolate in maniera errata (tranne i 
casi in cui i programmi escludono valori con deviazione estrema), perché questi sono 
ottenuti da altri valori misurati. Anche la conta automatica dei reticolociti può essere 
inaffidabile [41]. 
1.3.2 Metaemoglobinemia 
La metaemoglobina origina dall’ossidazione del ferro presente nell’emoglobina, questa 
forma non è in grado di legare l’ossigeno presente e di conseguenza s’instaura ipossia 
relativa. Può verificarsi per un deficit ereditario dell’enzima metaemoglobina reduttasi 
(citocromo-b5reduttasi) o per esposizione ad agenti ossidanti. 
Il colore rosso cupo o cioccolato del sangue, è patognomonico della condizione ed è 
facilmente riconoscibile tramite “spot test” (deposizione di una goccia di sangue) su 
carta da filtro. 
Quando il sangue normale è esposto all’aria, diventa rosso brillante, mentre quello degli 
animali colpiti rimane rosso scuro se il contenuto di metaemoglobina supera il 10%. Le 
alterazioni quantitative dei globuli rossi sono infrequenti, ma nei soggetti con deficit di 
metaemoglobina reduttasi si può sviluppare una policitemia secondaria [50]. 
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1.4 ERRORI PRE-ANALITICI 
Per evitare alterazioni dell’emogramma il prelievo deve essere eseguito su un animale a 
riposo, tranquillo e non eccitato. Nonostante ciò si possono avere una serie di errori 
(errori pre-analitici) che devono essere identificati, interpretati e corretti prima di 
analizzare i risultati. I più comuni sono: 
• EMOLISI. E’ la liberazione di emoglobina dagli eritrociti ed indica un danno alla 
membrana cellulare. La facilità con cui avviene è inversamente proporzionale alle 
dimensioni, alla costituzione della membrana cellulare e alla Resistenza Osmotica 
Eritrocitaria (ROE). L’emolisi può essere dovuta a: 
-traumi meccanici diretti sugli RBC come l’eccessiva suzione nel prelievo con ago di 
piccolo diametro, il travaso del sangue dalla siringa alla provetta con notevole 
pressione, l’eccessiva agitazione del sangue per mescolarlo con l’anticoagulante 
-alla lipemia che determina un’aumentata fragilità del globulo rosso per le variazioni 
indotte sulla composizione lipidica della membrana 
-al contatto con soluzioni ipotoniche/chimiche 
-per il ritardo nella spedizione del campione al laboratorio [38] 
• LIPEMIA. E' l'evenienza in cui il campione di sangue prelevato da poco si presenta 
torbido o con aspetto opalescente che può ricordare la “salsa di pomodoro”[26]. La 
lipemia si verifica perché il paziente non è stato digiuno un tempo adeguato prima 
del prelievo di sangue (almeno dodici ore e per lo Schnauzer nano 2-3 giorni). La 
lipemia può essere esogena o endogena. Il primo tipo, da lipidi nella dieta, è dovuto 
ad aumento eccessivo dei trigliceridi sotto forma di chilomicroni assorbiti dal 
piccolo intestino. Questa situazione si riconosce perché facendo raffreddare il 
campione, si forma un anello di crema sotto il quale il plasma /siero è trasparente. 
La lipemia endogena invece è legata all’eccessiva presenza di lipoproteine a densità 
molto bassa nel campione e il raffreddamento non influisce sulla torbidità che 
rimane distribuita uniformemente. Per eliminare l’inconveniente della lipemia è 
possibile somministrare eparina endovena (100-200 UI / kg pv) che attiva l’idrolisi 
dei chilomicroni e delle lipoproteine a bassissima densità (VLDL) tramite l’enzima 
lipoproteinlipasi e permette di ripetere un campionamento dopo quindici minuti. 
• PAURA, ECCITAZIONE E APPRENSIONE. Sono condizioni che spesso 
determinano rilascio di adrenalina in specie nevrili come il gatto e il cavallo 
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purosangue. Queste situazioni determinano per effetto della spremitura della milza 
un aumento di ematocrito, emoglobina e numero di eritrociti e per la redistribuzione 
del comparto dei marginati a favore dei circolanti determinano neutrofilia senza 
deviazione a sinistra. Nel gatto si assiste a linfocitosi 
• COAGULAZIONE DEL CAMPIONE. Quando il prelievo è stato troppo lento, la 
miscelazione del campione è stata ritardata o insufficiente, quando è presente 
materiale estraneo, il campione di sangue può andare incontro a un’imprevista 
coagulazione, anche se aggiunto con anticoagulante. Ovviamente questo campione 
non può essere in alcun modo utilizzato per l’esecuzione dell’emogramma. 
• AGGREGAZIONE PIASTRINICA. Questo fenomeno avviene nei prelievi lenti o 
per la mancata aggiunta di anticoagulante in tempi rapidi. E’ frequente in campioni 
di sangue felino, dove il prelievo è difficoltoso per il piccolo diametro dei vasi. 
Quando le piastrine formano aggregati, la conta globuli elettronici registrano una 
trombocitopenia e un contemporaneo aumento del numero dei leucociti. La stima 
piastrinica deve quindi essere valutata sullo striscio di sangue periferico, per essere 
adeguata si devono contare 10-15 piastrine per campo di osservazione. 
• INVECCHIAMENTO. Il deterioramento è sempre proporzionale al tempo di 
conservazione, è necessario quindi tenere conto della temperatura e 
dell’anticoagulante che determinano il limite massimo di conservazione. Se il 
sangue è mantenuto a temperatura ambiente, l’emogramma può essere eseguito 
entro 6-8 ore dal prelievo, se il sangue è refrigerato entro 24 ore. 
• IMPIEGO DEI LABORATORI UMANI PER ESAMI VETERINARI. In genere 
l’esecuzione dell’emogramma è eseguita con strumentazione tarata per la specie 
umana ma che non produce la medesima accuratezza nel sangue animale. Solo per il 
cane si possono attendere risultati accettabili nella determinazione dell’emogramma. 
• QUANTITA’ DI SANGUE E STABILITA’ DEL CAMPIONE Il campione di 
sangue deve essere conservato a una temperatura di circa 10°C. Il calore, il freddo 
intenso sotto ai 4°C e la luce solare diretta ne pregiudicano la stabilità. Questi eventi 
fisici possono indurre emolisi e in genere la diminuzione degli elementi che si 
vogliono dosare nel campione. L’emocromo deve essere eseguito entro 6-8 ore per 
avere dati attendibili [38]. Il rigonfiamento degli eritrociti dopo 6-24 ore dalla 
conservazione fa aumentare l’ematocrito (PCV), il volume corpuscolare medio 
(MCV) e abbassa la concentrazione corpuscolare media di emoglobina (MCHC). Se 
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il campione è refrigerato, la conta globulare, la concentrazione di emoglobina, 
l’ematocrito e gli indici eritrocitari subiscono alterazioni minime fino a ventiquattro 
ore [66]. 
1.5 CONTA CELLULARE IN VETERINARIA 
Il leucogramma, l’eritrogramma, il piastrinogramma dei mammiferi si possono ottenere 
in modo manuale o automatico [41]. Un conteggio eritrocitario manuale non è 
abbastanza preciso da essere ritenuto clinicamente valido. Al contrario la conta dei 
leucociti e delle piastrine si può eseguire manualmente quando si sospettano errori nelle 
conte con apparecchi automatici e in situazioni di emergenza quando non sono 
disponibili apparecchi automatici. Queste conte sono effettuate al microscopio con un 
emocitometro utilizzando prima la relativa pipetta Unopette 5850 per diluire il sangue e 
provocare la lisi degli eritrociti. Ai giorni nostri le tecniche emocromocitometriche 
manuali sono usate raramente perché sono state superate da una vasta gamma di 
analizzatori ematologici utilizzabili direttamente in ambulatorio o di analizzatori basati 
sul principio della citofluorometria utilizzata soprattutto dai laboratori commerciali 
[38,41,44,62,68]. 
1.5.1 Determinazione strumentale parametri ematologici 
Gli strumenti automatici impiegati per l’ematologia si chiamano contaparticelle o 
contaglobuli, sono stati studiati principalmente per enumerare in modo rapido e 
affidabile le diverse cellule ematiche e in via opzionale differenziarle in base al loro 
volume o a loro caratteristiche proprie. Con opportune modifiche è possibile l’utilizzo 
dei contaglobuli umani in veterinaria tenendo conto delle differenze ematologiche nelle 
diverse specie animali. 
I contaglobuli elettronici basano il loro funzionamento essenzialmente su tre diversi 
principi: l’impedenza elettrica, il principio ottico della diffusione luminosa e la 
conduttività elettromagnetica. Il funzionamento può essere basato su di un unico 
principio oppure sfruttarne contemporaneamente due o più, ma comunque tutti 
affiancano anche le altre tecniche come la presenza di fotometri, citometri e /o 
l’impiego di particolari reagenti. 
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Gli analizzatori ematologici più diffusi negli ambulatori sono i contaglobuli a 
impedenza e gli analizzatori basati sul principio del buffy coat (Quantitative Buffy Coat 
analyzer o QBC) strumento che non sfrutta i principi sopra elencati[38]. 
Prima della conta automatizzata il sangue dovrebbe essere adeguatamente risospeso e 
controllato per escludere la presenza di coaguli (strofinando bastoncini di legno lungo la 
superficie interna della provetta) [61]. I campioni contenenti coaguli devono essere 
eliminati perché sono caratterizzati da conte piastriniche e leucocitarie falsamente basse, 
mentre gli eritrociti possono essere sia elevati che ridotti [38,41,44,66]. 
1.5.1.1 Contaglobuli ad impedenza 
In questi strumenti la camera di lettura, contenente un fluido ad alta conduttività 
elettrica, è suddivisa in due compartimenti comunicanti tra loro mediante una piccola 
apertura attraverso la quale passa un flusso di corrente elettrica. Quando la macchina 
aspira il campione di sangue, la piccola apertura è attraversata da un flusso di cellule. Il 
passaggio delle cellule, scadenti conduttori perché la loro membrana è ad alta resistività, 
interferisce con il passaggio della corrente e genera così un impulso. La frequenza degli 
impulsi è proporzionale al numero di cellule che attraversano l’apertura e l’ampiezza di 
ogni singolo impulso è proporzionale alle dimensioni della cellula che l’ha generato. 
Con questo principio sono determinati il numero di RBC, il MCV e il numero di 
piastrine (queste ultime sono differenziate dal numero degli eritrociti in base alle loro 
minori dimensioni). L’emoglobina è determinata spettrofotometricamente dopo lisi 
eritrocitaria. Per quanto riguarda i globuli rossi, quindi lo strumento misura direttamente 
il loro numero, il loro volume e l’emoglobina totale e poi usa questi dati per calcolare 
l’ematocrito, MCH e MCHC [4,38,41,44]. 
Dato che le piastrine si differenziano dagli eritrociti solo in base alle loro dimensioni, si 
possono verificare errori di conta quando nel campione sono presenti macropiastrine 
che vengono quindi contate come piccoli eritrociti o viceversa. Questa situazione è 
particolarmente comune nel gatto, che fisiologicamente ha globuli rossi più piccoli di 
quelli del cane ed ha piastrine di volume variabile [26,61] ma accade anche nella pecora 
e nella capra [3] come conseguenza, se nel campione sono presenti grandi quantità di 
macropiastrine, potremmo avere una sovrastima di RBC ed Hct ed una sottostima di 
MCV e della conta piastrinica. Al contrario quando nel campione ci sono eritrociti 
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microcitici, essi potrebbero essere erroneamente contati come piastrine e quindi 
determinare un falso aumento del numero di piastrine stesse. I leucociti sono contati 
dopo lisi dei globuli rossi[61]. 
I risultati delle conte sono espressi come istogrammi rappresentanti la distribuzione 
delle cellule in base alle loro dimensioni e alla loro numerosità. 
Infine in alcuni contaglobuli ad impedenza è possibile avere una conta differenziale 
leucocitaria parziale. Il principio su cui si basa è quello della differenziazione 
volumetrica dei leucociti ,quando sono posti nella soluzione lisante per gli eritrociti, in 
tre diverse classi di cellule: linfociti, monociti e granulociti. La tecnica prevede la 
variazione del volume originale dei WBC grazie ad un lisante specifico, che provocando 
coartazione cellulare e perdita parziale del citoplasma riduce i linfociti a circa la metà 
del loro volume e i polimorfonucleati a 2/3 del loro volume (per la presenza di 
granulazioni citoplasmatiche). L’identificazione dei tre gruppi cellulari si valuta con 
l’istogramma WBC. Purtroppo la validazione di queste determinazioni non è stata fatta 
per le specie animali a causa delle diversità di comportamento dei WBC nei confronti 
dei vari lisanti. Con strumenti della ditta “SEAC” è stato stabilito che nel bovino, nel 
cavallo, nella pecora e nel suino è possibile valutare correttamente la percentuale dei 
linfociti rispetto a tutte le altre popolazioni leucocitarie. Tale ripartizione non è 
altrettanto attendibile nel cane e nel gatto anche se i casi di eosinofilia e di monocitosi, 
avendo queste cellule volumi diversi rispetto ai neutrofili e ai linfociti, si evidenziano 
come addensamenti all’estrema destra del grafico [38]. 
1.5.1.2 Contaglobuli a fascio di luce laser 
Il principio di lettura del contaglobuli laser è simile a quelli a impedenza, con la 
differenza che le cellule nel capillare di lettura interrompono un fascio luminoso, invece 
che un impulso elettrico. La luce laser attraversando le cellule nucleate viene diffratta e 
deviata in maniera diversa secondo la complessità nucleare (lobature, cromatina) e 
citoplasmatica (granulosità) [44] ed è captata da rilevatori, posti in punti di vista 
differenti rispetto alla direzione originale del fascio di luce, che generano impulsi 
elettrici di ampiezza proporzionale alle dimensioni della particella. Così le cellule sono 
contate e misurate. Il numero delle interruzioni del fascio di luce coincide con il numero 
delle cellule che lo attraversano mentre le modificazioni che il fascio di luce subisce, 
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analizzate da più angoli, forniscono informazioni su dimensioni e complessità interna 
della cellula[4,38]. Gli analizzatori ADVIA si basano sulla citometria a flusso 
combinata al laser per fornire una conta cellulare totale, leucocitaria differenziale e 
reticolocitaria. L’ADVIA 120, contaglobuli laser si basa sulla presenza di una sorgente 
luminosa di tungsteno e di un citometro per l’analisi della perossidasi leucocitaria, con 
l’aggiunta di un laser rosso elio/neon per la determinazione dei globuli rossi, piastrine e 
granulociti basofili. Gli eritrociti sono resi sferici e i WBC opportunamente colorati. 
L’attività della perossidasi è sviluppata a 75°C. Gli RBC sono lisati e i WBC fissati 
sono posti in un liquido con flusso lineare e con uguale indice di rifrazione che rende 
possibile il loro allineamento in fila continua. Questo permette che le cellule siano 
classificate una per una sulla base del volume e sulla reazione citochimica alla 
perossidasi. I dati raccolti da quest’analisi sono riportati su un diagramma: sull’asse Y è 
riportato il volume, sull’asse X l’attività perossidasi. La misura di quest’attività 
permette l’accurata classificazione dei WBC, infatti gli eosinofili hanno la più elevata 
attività, seguita da quella moderata dei neutrofili, dalla debole dei monociti e 
dall’assente attività dei linfociti e delle grandi cellule non colorate (LUC large unstained 
cells), come i grandi linfociti atipici, le plasmacellule e i blasti che non assumono il 
colore (perossidasi negativi). L’analisi elettronica di questi dati permette la costruzione 
di raggruppamenti cellulari e la quantificazione dei diversi tipi di WBC. L’analisi 
tramite il canale per i basofili e per la lobularità si basa sull’aggiunta al campione di una 
combinazione di surfactante e acido ftialico che lisa gli RBC e rimuove la membrana 
citoplasmatica di tutti i leucociti eccetto che nei basofili. La luce laser a basso angolo 
permette di porre su un altro diagramma nell’asse Y i basofili, che sono cellule più 
grandi. La luce laser a angolo più grande permette di porre nell’asse X la configurazione 
e la struttura (lobularità e densità) dei rimanenti nuclei. I blasti sono posti a destra 
sull’asse X, le cellule mononucleari ancora più a destra seguiti da un limite verticale 
dagli elementi in banda, dagli eosinofili e dai segmentati neutrofili posti sempre più a 
destra nel diagramma [38]. I grafici elaborati da questi analizzatori sono molto utili per 
identificare popolazioni cellulari anormali, spostamenti a sinistra delle classi 
leucocitarie e anemie rigenerative. Alcune specie, come il gatto, hanno però eosinofili 
perossidasi negativi e quindi gli eosinofili e i neutrofili non possono essere differenziati 
con questo metodo ma sono differenziati con quello per i reticolociti. 
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L’ADVIA 2120, a differenza dell’ADVIA 120, valuta l’emoglobina con una metodica 
priva di cianuro, ha una nuova interfaccia e può essere utilizzato oltre che per 
processare sangue anche per altri campioni biologici. Oltre che per indagini 
ematologiche routinarie ADVIA 120 e 2120 sono state utilizzate per valutare differenti 
fluidi corporei e aspirati midollari riuscendo a fornire delle buone informazioni 
preliminari sulle popolazioni cellulari predominanti [14]. 
I modelli Sysmex utilizzano l’impedenza elettrica, la conduttività in radio frequenza e 
l’uso di tre reagenti lisanti per i leucociti. Si ottiene un citogramma in cui sono riportati 
il volume contro la conduttività per differenziare linfociti, monociti, granulociti e due 
citogrammi indipendenti basati su lisanti e temperature differenti che riconoscono 
eosinofili e basofili [38]. Un altro contaglobuli diffuso è il Cell-Dyn 3500 che utilizza 
sia la tecnologia a impedenza per contare gli eritrociti, le piastrine e i leucociti 
(sfruttando due diversi canali per la conta delle piastrine e dei globuli rossi e per quella 
dei leucociti) sia la tecnologia laser. I parametri utilizzabili e affidabili con CellDyn 
sono inferiori rispetto a quelli degli analizzatori ADVIA ma Cell-Dyn 3500 riesce a 
predire l’ontogenesi delle leucemie nel cane e nel gatto [4,32,38]. 
Il Procyte è un contaglobuli innovativo in grado di analizzare sangue canino, felino, 
bovino, equino e di furetto, fornendo ventiquattro parametri in circa due minuti.  
Quest’analizzatore impiega contemporaneamente più tecniche: la citometria a flusso 
laser, la fluorescenza, l’impedenza e si avvale del metodo SLS-emoglobina. 
L’impedenza è il metodo più veloce per analizzare le dimensioni, il numero dei globuli 
rossi e delle piastrine. La conversione dell'emoglobina con il metodo SLS è veloce, non 
utilizza sostanze tossiche come altri metodi ed è quindi più adeguata per l'automazione. 
Con la citometria a flusso laser, il sistema esegue l’analisi dei globuli rossi maturi, dei 
reticolociti, delle piastrine e analizza e classifica le cinque popolazioni leucocitarie. 
Fornisce informazioni sulla dimensione, la complessità, i contenuti e la struttura 
all'interno di ogni cellula imitando molto bene la valutazione che un microscopista 
allenato compie su uno striscio di sangue. Con la fluorescenza ottica, il colorante si lega 
agli acidi nucleici dei leucociti e dei reticolociti che sono poi eccitati dalla luce laser 
rossa. Le fluorescenze emesse sono catturate dalla lunghezza d'onda più alta 
proveniente dalla normale luce laterale diffusa utilizzando uno specchio dicroico. 
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Questa tecnica è ottimale per la determinazione dei reticolociti e ha una maggior 
sensibilità per la differenziazione delle cellule bianche del sangue. 
I risultati dell’emogramma sono visualizzati come grafici di nuvole di punti e 
permettono la rapida interpretazione dei risultati. Ogni punto nel grafico rappresenta 
una singola cellula. I diversi elementi cellulari del sangue appaiono quindi come nuvole 
di punti distinti, e quando la definizione della nube è diminuita o intensificata, questo 
indica variabilità all'interno di quella particolare popolazione cellulare, che potrebbe 
indicare un'anomalia. Quanto più grave è l'anormalità, maggiore sarà la variazione dal 
normale. Ad esempio se le nuvole di punti sono più dense, un aumento della conta per 
quella particolare cellula probabilmente sarà evidente anche nello striscio ematico. 
 
Figura 1 Scatter plot della taglia rapportata a fluorescenza nel gatto dalla guida Procyte per l'operatore 
Il Procyte rapporta la taglia con la fluorescenza delle cellule e classifica in un grafico le 
seguenti popolazioni: 
• GLOBULI ROSSI 
• PIASTRINE A causa delle loro dimensioni più piccole, passano meno tempo 
davanti al raggio laser, assorbono meno luce, e quindi cadono più vicino alla parte 
inferiore sull'asse y. 
• RETICOLOCITI I reticolociti sono più grandi di molti globuli rossi e più granulari a 
causa del RNA. Queste cellule assorbono più colorante ed emettono più 
fluorescenza. Si trovano a destra della popolazione di RBC  
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• RBC FRAMMENTI Sono globuli rossi fragili si frammentano per l’utilizzo dei 
reagenti. Le particelle hanno una dimensione simile alle piastrine, ma rifrangono la 
luce in modo diverso e quindi si trovano a sinistra della popolazione piastrinica. 
• GLOBULI BIANCHI Occasionalmente una piccola quantità di globuli bianchi può 
essere visualizzati sul grafico dei globuli rossi. Queste cellule si visualizzano perché 
assorbono il colorante per i reticolociti, ma sono molto più fluorescenti di questi 
ultimi. 
In un altro grafico fornito dal Procyte la fluorescenza è rapportata con la granularità e 
sono distinte le diverse classi leucocitarie: 
 
Figura 2 Scatter plot della fluorescenza rapportata alla granularità nel gatto dalla guida Procyte per l’operatore 
• NEUTROFILI Il contenuto di acido nucleico dei neutrofili è minore rispetto agli 
altri leucociti ma sono più complessi rispetto alle cellule mononucleate. Hanno 
quindi minor fluorescenza ma maggiore granularità rispetto a linfociti e monociti. 
• LINFOCITI Normalmente sono le cellule leucocitarie più piccole e meno 
complesse, ma hanno un’alta concentrazione di nucleo rispetto al citoplasma. 
Queste cellule emettono molta fluorescenza ma sempre inferiore rispetto a quella dei 
monociti. 
• MONOCITI Queste cellule emettono la maggior fluorescenza e hanno granulosità 
poco superiore rispetto ai linfociti e minore rispetto ai neutrofili. 
• EOSINOFILI Esistono molte differenze nelle dimensioni e nella granularità tra le 
specie animali. Normalmente gli eosinofili canini, equini, bovini, e del furetto 
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appaiono come un’unica nuvola di punti a destra dei neutrofili. Nel gatto gli 
eosinofili hanno quasi la più alta fluorescenza e granularità rispetto alle altre cellule. 
• BASOFILI Hanno maggior fluorescenza rispetto ai neutrofili e danno maggior 
dispersione. Nei campioni appartenenti alla specie canina, equina, bovina, e nel 
furetto, appaiono appena sopra i neutrofili per la fluorescenza, e alla destra dei 
linfociti per la granulosità. Nei felini i basofili compaiono sotto gli eosinofili per la 
fluorescenza e alla destra dei linfociti per la granulosità. 
• uRBC Questa popolazione è costituita da eritrociti non lisati. I globuli rossi sono 
privi di nucleo, hanno quindi bassa fluorescenza e cadono sempre nella porzione più 
bassa del grafico dei globuli bianchi [29]. 
In un recente studio l’analizzatore CellaVision DM96V è stato giudicato come un 
soddisfacente sistema in grado di eseguire una conta leucocitaria molto simile, se non 
addirittura migliore, rispetto a quella effettuata con altri conta globuli a quella manuale 
[60]. 
Negli anni sono stati pubblicati tanti studi che riguardano la precisione dei contaglobuli, 
ma confrontarli è difficile per i diversi metodi, autori e analisi statistiche utilizzate. 
Spesso nella conclusione, che si può già leggere nell’introduzione dello studio, uno 
strumento o un metodo è valutato migliore rispetto ad un altro per la conta piastrinica o 
leucocitaria [13,22,32,36] ma bisogna ricordare che entrambe devono essere sempre 
valutate con l’esame dello striscio di sangue qualunque sia lo strumento automatico 
utilizzato [14,16,21,23,38,43]. 
1.5.1.3 Quantitative Buffy Coat Analyzer 
Questo strumento utilizzato nell’ematologia di cane, gatto e cavallo presenta una buona 
correlazione con i sistemi manuali ed elettronici sfruttando l’azione della forza 
centrifuga e l’espansione del buffy coat ottenuta con l’ematocrito. Il QBC si basa sulla 
separazione di eritrociti, granulociti, monociti e piastrine in vari strati all’interno di un 
capillare per microematocrito contenente il colorante sopravitale all’arancio di acridina 
captato dal DNA, RNA e dalle lipoproteine contenute nelle cellule. Durante la 
centrifugazione (5 minuti) il galleggiante all’interno del capillare si dispone, grazie alla 
particolare densità tra la colonna RBC e il plasma, nella zona cosidetta del “buffy coat”. 


Poiché la sonda occupa più del 90% del volume interno del capillare, il buffy coat si 
espande nella sottile intercapedine rimasta libera (40 micron). Si ottiene una 
stratificazione in bande dei tre elementi fondamentali dello strato bianco e cioè: 
piastrine, cellule mononucleate (linfociti e monociti) e granulociti. Il colorante 
impiegato è fluorescente ed è assorbito differentemente dagli elementi cellulari 
stratificate tranne dai globuli rossi che non assorbono arancio di acridina e non 
presentano fluorescenza[38]. Le cellule nucleate, che contengono DNA, emettono una 
fluorescenza verde mentre quelle contenti RNA o lipoproteine, emettono una 
fluorescenza rossa. I reticolociti possono essere diversi dai globuli rossi maturi perché 
contengono più RNA, gli eosinofili dai neutrofili per il loro maggior contenuto in 
lipoproteine. Le piastrine sono ricche di lipoproteine e per questo emettono una 
fluorescenza rossa[61]. Una volta centrifugato il capillare è posto nel lettore e grazie 
all’emissione di una luce blu, rende facilmente riconoscibili le bande di separazione. Il 
principio di determinazione dell’emoglobina è in relazione all’approfondimento della 
sonda nel pacchetto eritrocitario e di conseguenza anche il calcolo del MCHC. Lo 
strumento non fornisce il numero dei globuli rossi. Ponendo un indice di riferimento 
interno (una bacchetta colorata) in corrispondenza delle interfacce (caratterizzate dal 
cambiamento di colore) delle diverse fasi, il lettore memorizza le informazioni 
necessarie (lunghezza delle bande) per determinare automaticamente in una frazione di 
secondo, i seguenti parametri: ematocrito, emoglobina, MCHC, conta piastrinica e 
leucocitaria, valore assoluto e percentuale dei linfo - monociti dei granulociti e solo per 
il cane anche degli eosinofili. Negli strumenti più recenti è stampato un grafico che 
mostra la fluorescenza delle cellule. 
I limiti del QBC vet sono il costo iniziale, quello degli speciali capillari, la non perfetta 
correlazione con i valori reali della conta delle Piastrine e soprattutto dalla difficoltà 
dell’esame nei campioni con valori estremi (es. gravi anemie o leucocitosi) [38]. 
1.6 STRISCIO EMATICO 
L’esame dello striscio di sangue, come parte del profilo ematologico completo è 
fondamentale per valutare la salute generale del paziente e fornisce molte informazioni 
che vanno molto al di là della semplice conta leucocitaria differenziale. Basta pensare 
che il riscontro nel film di sangue di organismi specifici, inclusioni patognomoniche e 
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cellule neoplastiche consentono una pronta e definitiva diagnosi e che i cambiamenti 
della morfologia leucocitaria rappresentano il rilievo di laboratorio più precoce 
d’infiammazione acuta, leucemia o di condizioni ereditarie. Le modificazioni della 
morfologia eritrocitaria, visibili solo nello striscio, ci consentono di valutare la causa di 
una possibile anemia, la presenza di un potenziale processo metabolico primario, di una 
disfunzione organica specifica od identificare un potenziale agente infettivo. Inoltre il 
monitoraggio dei cambiamenti citologici riscontrati nel sangue periferico permette di 
valutare la risposta del paziente alla terapia, di formulare una prognosi a breve e a lungo 
termine e di impostare un piano terapeutico futuro[62]. L’esame dello striscio di sangue 
può costituire anche una verifica della conta cellulare automatizzata fornendo una 
conferma dell’accuratezza dei valori ottenuti anche quando si ha un contaglobuli in 
grado di eseguire la formula leucocitaria[18,26,38,44,50]. Comunque si ottengono più 
informazioni se la conta differenziale leucocitaria non è l’obiettivo primario e se il 
microscopista è informato dei rilievi di laboratorio attuali e precedenti, delle condizioni 
cliniche e dell’anamnesi medica del paziente [62]. L’operatore può, aiutato da una 
buona esperienza, compiere una valutazione morfologica approfondita in poco tempo e 
riconoscere in modo rapido e semplice eventuali anormalità. Questa esperienza è 
acquisibile solo dopo diverso tempo di pratica che renda abili nel distinguere anomalie 
concretamente patologiche o fisio-patologiche, artefatti, forme intermedie, ma la 
valutazione rimane per sua stessa natura soggettiva [38]. 
1.6.1 Preparazione dello striscio 
Gli strisci devono essere preparati in modo ottimale per un’affidabile identificazione e 
valutazione delle cellule ematiche [38,62,68]. Ideale è riuscire a eseguire subito lo 
striscio di sangue, possibilmente al momento del prelievo e con sangue intero senza 
anticoagulante o comunque entro un’ora se il sangue è messo in contatto con 
l’anticoagulante[38]. Gli strisci si possono preparare su vetrini coprioggetto e 
portaoggetto e con metodi automatici [26]. La tecnica con vetrini portaoggetto è più 
facile e affidabile di quella che utilizza il coprioggetto. I portaoggetto possono essere 
colorati anche con i coloratori automatici e sono perciò più adatti ai laboratori dotati di 
questi apparecchi. Il metodo che però utilizza i vetrini coprioggetto fornisce però una 
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distribuzione dei leucociti più uniforme e minori sollecitazioni per le cellule ematiche 
fragili come quelle più grosse e neoplastiche [62]. 
1.6.1.1 Tecnica del Vetrino Portaoggetti 
Questa tecnica consiste nel deporre una piccola quantità di sangue (circa 5-10 mcL) al 
centro di un’estremità di un portaoggetti. Con un’inclinazione di 30-45°C si appoggia 
un secondo vetrino portaoggetti molato. Si tocca la goccia di sangue con il bordo del 
secondo vetrino e si attende che per capillarità questa si estenda su tutto il suo bordo 
molato. Poi con un movimento uniforme si fa scorrere il secondo portaoggetti sul primo 
fino al completo esaurimento della goccia di sangue, cercando di ottenere uno strato 
sottile di sangue sul primo vetrino. Si fa poi asciugare rapidamente lo striscio, agitando 
per pochi secondi il vetrino nell’aria, fino alla completa essiccazione [26,62,66]. 
Quest’operazione consente allo strato monocellulare di aderire al vetrino e di non 
staccarsi nelle successive fasi di colorazione[38] Quando si depone una quantità di 
sangue eccessiva si può toccare la goccia con il vetrino incidente, aspettare che il 
sangue diffonda su quest’ultimo, sollevarlo, riappoggiarlo leggermente più in avanti ed 
eseguire lo striscio [44]. 
Negli strisci di sangue ottenuti con la tecnica del portaoggetti, si dovrebbe avere un 
passaggio graduale dalla zona più spessa alla coda, in modo da coprire un tratto pari alla 
metà della lunghezza e di poco inferiore all’ampiezza totale del vetrino. Se il bordo è 
compatto invece che sfrangiato, molto probabilmente il secondo vetrino è stato 
sollevato prima che lo striscio fosse portato a termine. Uno spessore non uniforme dello 
striscio deriva di solito dall’aver tenuto il vetrino traente a un angolo troppo aperto, o 
dalla troppa pressione esercitata durante lo striscio. L’eccessiva pressione sul secondo 
vetrino può provocare anche l’ammassamento dei leucociti lungo il bordo sfrangiato. 
Una pressione insufficiente provoca strisci brevi e spessi. Lo spessore dello striscio 
dipende anche dalla viscosità del campione di sangue. Un aggiustamento dell’angolo al 
quale il secondo vetrino è tenuto contro il primo compensa le caratteristiche del 
campione dovute a sangue molto viscoso (per esempio in caso di emoconcentrazione) o 
particolarmente acquoso (anemico). Infatti, per rendere più spessi campioni di sangue 
molto anemici è necessario un angolo più ottuso compreso tra 40° e 45°, mentre per 
preparare strisci da campioni emoconcentrati, è necessario un angolo inferiore ai 30° 
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[61]. La lunghezza dello striscio è influenzata dalla viscosità del sangue (lo striscio di 
un soggetto anemico tende a essere più lungo), dalla dimensione della goccia (se è 
abbondante per ottenere un monostrato è necessaria una maggiore lunghezza) e dalla 
velocità di strisciamento (a velocità maggiore corrisponde uno striscio più lungo e 
sottile) [38]. 
Un errore comune è quello di preparare strisci che arrivano fino alla fine del vetrino, 
perdendo così il monostrato nella parte terminale [62]. 
1.6.1.2 Tecnica del Vetrino Coprioggetti 
In questa tecnica si utilizzano due vetrini coprioggetto. Si pone una piccola goccia di 
sangue al centro di un vetrino coprioggetto di dimensioni 22 x 22 mm e si ricopre con 
un secondo coprioggetto. Se la goccia di sangue utilizzata è troppo grande, non si forma 
un bordo sfumato e il film sangue sarà troppo spesso. Gli angoli dei due coprioggetto 
non devono combaciare. Poi senza esercitare pressione verso il basso, si stacca il vetrino 
superiore da quello inferiore con un rapido movimento regolare in senso orizzontale. Si 
lasciano asciugare entrambi i vetrini all’aria, poi si colorano e si appoggiano, con il lato 
su cui è presente il materiale rivolto verso il basso, su una goccia di olio da immersione 
o mezzo di montaggio su di un unico o su vetrini separati per la valutazione[41,62]. 
 
Figura 3 Preparazione striscio ematico con tecnica del coprioggetti 
Gli strisci su vetrini coprioggetto si possono preparare anche usando entrambi i lati 
dello stesso coprioggetto per strisciare il sangue in due regioni distinte di un vetrino 
portaoggetto, in modo da ottenere sullo stesso vetrino due strisci adiacenti con 
distribuzione relativamente uniforme di leucociti. Questo metodo offre i vantaggi degli 
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strisci eseguiti con vetrini coprioggetto e aggira il problema di dover maneggiare vetrini 
molto fragili durante la colorazione manuale, permette inoltre la preparazione mediante 
un coloratore automatico. La tecnica del coprioggetti è indicata quando il sangue è poco 
viscoso e le cellule nucleate tendono ad accumularsi alla coda e ai margini [62] infatti, 
le cellule poste nella coda dello striscio ottenuto con la tecnica del portaoggetti sono 
soggette a forze perpendicolari che producono l’effetto “uova strapazzate” lasciando 
intatti solo i nuclei [38]. 
1.6.1.3 Raccomandazioni nella preparazione e nella valutazione dello striscio 
ematico 
Lo striscio deve essere costituito da una testa, un corpo, una coda. 
Fondamentale è che sullo striscio sia presente un’area dove le cellule sono distribuite in 
un monostrato, cioè una zona nella quale le cellule sono vicine e si sfiorano solo 
raramente. Quest’area fornisce ottimi dettagli morfologici e una distribuzione 
ragionevole delle cellule. I leucociti, inoltre devono presentarsi di piatto, in modo da 
esporre all’analisi visiva un’ampia area. Inoltre le cellule in strati sottili si colorano 
meglio, permettendo così una buona valutazione dei dettagli citoplasmatici e nucleari. Il 
monostrato è quindi l’unica zona dove eseguire la valutazione. Due errori comuni nel 
leggere gli strisci ematici sono tentare di identificare le cellule nelle aree più spesse 
dello striscio e le cellule danneggiate. Infatti, nelle aree più spesse le cellule sono 
arrotondate e, osservate dall’alto, sembrano avere un diametro minore; inoltre la 
 
Figura 4 Le tre porzioni dello striscio ematico: testa, corpo, 
coda da www.sanmarco.it 
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colorazione diventa troppo scura perché permetta una corretta valutazione. Tutti gli 
strisci presentano cellule danneggiate, con forme distorte e particolarità di colorazione 
che devono essere ignorate. Una conta cellulare differenziale non è accurata se sono 
incluse cellule non identificabili o di dubbia identificazione [66]. 
Tutte le procedure della preparazione dello striscio dovrebbero essere eseguite 
velocemente. Non dovrebbe passare troppo tempo tra la deposizione della goccia e 
l’inizio dello striscio, né tra la fine dell'esecuzione e l’asciugatura dello stesso. Infatti, se 
le procedure sono eseguite lentamente, le cellule del sangue restano in fase liquida 
mentre quelle dotate di motilità attiva (per esempio i neutrofili) si spostano attivamente 
verso la parte esterna della goccia. La distribuzione delle cellule diviene sbilanciata: la 
parte periferica dello striscio avrà una percentuale elevata di neutrofili, quella centrale 
avrà una percentuale elevata di linfociti e di conseguenza la formula leucocitaria potrà 
essere inaccurata [44]. 
Prima della colorazione gli strisci devono essere lasciati asciugare perfettamente 
all’aria; quelli più spessi richiedono un tempo di asciugatura più lungo. L’utilizzo di una 
fonte di calore o di un asciugacapelli (alla minima potenza) può ridurre il tempo di 
asciugatura [61]. Gli strisci sono identificati scrivendo sulla parte opaca con una matita 
grafite o con una penna il cui inchiostro non sia rimosso dalla fissazione di alcool 
[26,38].  
1.6.2 Principi generali di colorazione 
Di solito, gli strisci sono colorati con una colorazione di “Romanowsky modificata” (a 
es. Wright o Wright-Giemsa) eseguita manualmente o automaticamente. Questi 
coloranti sono costituiti da miscele di sostanze a base di eosina e prodotti di ossidazione 
del blu di metilene (chiamati “azzurri”) [2,41]. Il principio generale è che i coloranti 
basici sono attratti e si combinano con le parti acide delle cellule come gli acidi nucleici 
e le nucleoproteine, mentre i coloranti acidi si uniscono con le parti basiche delle cellule 
come il citoplasma. Il blu di metilene è un colorante basico perciò il nucleo appare 
colorato in blu, porpora o violetto mentre l’eosina è un colorante acido e il citoplasma si 
colora in rosso, rosa o arancio [38]. Il colore assunto dalle varie strutture, dipende dal 
pH delle soluzioni coloranti e di lavaggio, ma anche dal tipo di cellule presenti[38]. Il 
pH dell’acqua di lavaggio diventa quindi indispensabile per una buona colorazione 
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differenziale. Si può preparare acqua neutra aggiungendo carbonato di potassio 1% e 
acido cloridrico o acetico 1% (nel caso in cui sono utilizzate acque con variazioni 
minime di pH dalla neutralità). Altrimenti occorre preparare acqua distillata tamponata 
con fosfato monobasico di potassio (KH2PO4, M=136,09, g 5,94/L) e idrogeno fosfato 
di sodio (Na2HPO4, M=177,99 g 4,539/L). Questa soluzione madre è poi diluita 1 :20 
con acqua distillata pronta all’uso [38]. 
In commercio sono disponibili molte colorazioni rapide, ma la qualità degli strisci 
colorati con questi metodi generalmente è minore rispetto a quella che si ottiene con 
procedure di colorazione standard [41]. I metodi di colorazione rapida presentano 
differenze l’uno dall’altro e quindi devono essere utilizzati seguendo le 
raccomandazioni della casa produttrice. La Prodiff due passaggi è l’unica tra le 
colorazioni rapide che colora differentemente gli eritrociti policromatofili da quelli 
maturi. La maggior parte delle colorazioni rapide quali Diff Quik, Hemacolor, Quick III 
non permette una buona distinzione tra i policromatofili, ma forniscono colorazioni 
piuttosto uniformi di strisci diversi. Le colorazioni rapide in genere necessitano che il 
preparato sia immerso lentamente prima in un fissativo a base di alcool, poi in una 
miscela contenente eosina. Tra una soluzione e l’altra si tampona brevemente un bordo 
del vetrino. Per il risciacquo dopo l’ultima soluzione e prima dell’asciugatura all’aria, si 
può usare acqua distillata [62]. La colorazione può essere posticipata per più giorni, per 
tempi superiori conviene fissare lo striscio con alcool metilico assoluto per 10- 15 
minuti o con fissativi spray che si trovano in commercio (Citofox) che solidificano le 
cellule e prevengono la degenerazione autolitica. Il vetrino deve essere conservato al 
riparo dalla polvere e dalla luce solare diretta [38]. 
1.6.2.1 Colorazioni Postvitali 
Esistono diverse colorazioni postvitali: 
• MAYGRUNWALD GIEMSA (MGG) è ideale per una buona caratterizzazione 
degli elementi cellulari ma la procedura è piuttosto lunga. Infatti, si deve coprire 
interamente lo striscio con la soluzione di May Grunwald pura per 3 minuti, si 
diluisce (1: 2 circa, senza toglierla dal vetrino) con acqua tamponata (KH2PO4 
5,45g/L + Na2HPO4 4,75 g/L) per 3 minuti e poi si getta via. Poi si pone una 
soluzione di Giemsa diluita 1:20 (o 1:10) con acqua tamponata sul vetrino per 20 
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minuti, si versa anche questa soluzione dal vetrino e si sciacqua abbondantemente 
con acqua tamponata. Infine si lascia asciugare in posizione inclinata sul lato corto 
in modo da prevenire l’essiccazione di eventuali macchie o residui di colorante sullo 
striscio. Si pulisce il lato del vetrino opposto allo striscio da eventuali macchie di 
colorante che potrebbero interferire con la lettura al microscopio. 
• GIEMSA E’ una discreta colorazione per rilevare le parti acide della cellula (nucleo) 
ma ha minori qualità nel differenziare le parti basiche (citoplasma). Si pone la 
soluzione di Giemsa già pronta da diluire 1:20 (o 1 :10) per circa 10-15 minuti sul 
vetrino. Si sciacqua con acqua tamponata e si lascia asciugare in posizione inclinata 
sul lato corto. 
• WRIGHT (Sigma, USA) E’ una colorazione molto più rapida e delicata rispetto a 
quella di Giemsa. Consiste nel coprire l’intero striscio con la soluzione di Wright 
per 3minuti poi nel diluire la soluzione (senza toglierla dal vetrino) con acqua 
tamponata (KH2PO4 5,47g/L + Na HPO4 3,80 g/L) per 6 minuti e infine nello 
spruzzare via la soluzione di Wright diluita con un getto d’acqua tamponata. 
• DIFF QUIK (Dade spa, Milano) è una colorazione rapida che garantisce una buona 
identificazione delle cellule eccetto che dei basofili e dei mastociti che assumono 
meno colorante. In generale con un aumentato numero d’immersioni è rafforzato il 
colore su tutto lo striscio mentre con un minor numero d’immersioni i colori sono 
più chiari; quindi incrementando le immersioni nella prima soluzione, sono 
evidenziati meglio gli eosinofili, mentre aumentando le immersioni nella seconda 
soluzione, si osservano meglio i basofili. Si fanno cinque immersioni ciascuna da un 
secondo nella vaschetta di soluzione fissativa, poi nella soluzione prima (acida a 
base di eosina Y) e infine nella vaschetta di soluzione seconda (basica a base di blu 
di metilene e Azuri A), si sciacqua con acqua tamponata e si lascia asciugare sul lato 
corto. Per l’identificazione dei corpi inclusi del cimurro nel cane il Diff-Quik è più 
efficace delle colorazioni di Wright e Wright- Giemsa [26]. 
1.6.2.1.1 Coloratore Automatico 
Attualmente nei grandi laboratori sono molto diffusi i coloratori automatici. I principali 
vantaggi del loro utilizzo sono: il risparmio di tempo del personale, la possibilità di 
colorare numerosi preparati in tempi molto inferiori rispetto alla colorazione manuale, 
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la riproducibilità e la costanza delle condizioni di reazione. Lo svantaggio è invece 
costituito dall’impossibilità, nell'ambito dello stesso ciclo di colorazione, di 
programmare tempi diversi d’incubazione dei preparati. Pertanto, il coloratore 
automatico è particolarmente utile qualora si debbano colorare un gran numero di 
preparati con la stessa metodica [2]. Il coloratore Aerospray 7150 presenta un caricatore 
circolare che può contenere da 1 a 12 vetrini. Il caricatore si monta sulla puleggia che ha 
una velocità di rotazione di circa 20 giri/minuto per la colorazione,di circa 600 
giri/minuto per l’evaporazione del colore e di circa 950giri/minuto per l’asciugatura. 
Quattro tubi a sifone per le bottiglie di reagente collegano quest’ ultimi alle pompe 
interne e ai due ugelli che nebulizzano i reagenti. Ci sono poi dei pulsanti di carica 
manuale, situati sopra ogni bottiglia di reagente, che azionano le pompe corrispondenti 
per la carica. Il coloratore 7150 Aerospray opera in modo semplice tramite la scelta sul 
display di quattro diversi programmi preimpostati: 
1- COLORAZIONE RAPIDA Il colorante concentrato è fatto evaporare mediante 
centrifuga per rimuovere l’alcool e colorare rapidamente il vetrino con una pellicola di 
colorante concentrato. 
 2- WRIGHT – GIEMSA Questa modalità utilizza una singola applicazione di colorante 
concentrato prevalentemente per stabilizzare i granuli basofili ed altri elementi 
idrosolubili. La colorazione è accompagnata da una diluizione del colorante (colorante 
+ risciacquo tampone) per una durata di colorazione leggermente superiore. 
3- MAY GRUNWALD GIEMSA Utilizza sia la fase di colorazione concentrata che 
quella diluita per produrre una colorazione più duratura e più estesa. 
4- COLORAZIONE PERSONALIZZATA Si utilizza quando si ha la necessità di 
ottenere maggiore flessibilità perché è completamente programmabile. La colorazione 
personalizzata permette di modificare l’intensità delle variabili ad ogni passo. Questo 
protocollo è sviluppato specificatamente per il coloratore Aerospray e comparato, 
riscontrando favore, ad entrambe le colorazioni May-Grunwald Giemsa e Wright 
Giemsa. 
In ogni caso le impostazioni sono regolabili secondo le esigenze personali cambiando il 
dosaggio di tiazina/eosina, la velocità di rotazione, la selezione finale di risciacquo per 
la colorazione Rapida, Wright Giemsa e May-Grunwald Giemsa. 
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Infatti i coloranti tiazina ed eosina sono reagenti separati, il loro dosaggio può essere 
regolato all’interno dello strumento. Questo permette elevata flessibilità nei risultati 
della colorazione per soddisfare esigenze individuali. Impostando numeri più elevati si 
ottiene maggior quantità di tiazina e vetrini più azzurri. Impostando numeri più bassi si 
ottiene una minore quantità di eosina e vetrini più rossi. La regolazione della velocità di 
rotazione controlla la durata della centrifugazione dei vetrini che segue l’applicazione 
del colorante. L’evaporazione del metanolo contenuto nel colorante tramite il flusso 
d’aria generata durante la centrifugazione accelera notevolmente la colorazione. Questa 
fase di asciugatura concentra il colorante nella pellicola di colorazione e rappresenta un 
parametro importante per accelerare il processo di colorazione. La granulazione dei 
monociti e dei leucociti neutrofili è particolarmente sensibile alla durata di rotazione. 
Man mano che il numero selezionato aumenta si ha un aumento dell’intensità della 
colorazione. Il risciacquo intermedio non è regolabile (lo è solo per l’impostazione 
personalizzata), mentre lo è quello finale. Aumentando il risciacquo si decolora il 
vetrino e si diminuiscono i detriti. Questo può anche aumentare il comparire di 
eosinofili ed eritrociti. 
Nel coloratore è disponibile una funzione di protezione tramite password per impedire 
variazioni non autorizzate ai programmi e alle regolazioni personalizzate della 
colorazione Rapida, Wright Giemsa e May Grunwald Giemsa e inoltre può essere 
programmato per risparmiare reagente in caso di colorazione di carichi parziali [65]. 
1.6.2.2 Colorazioni Sopravitali 
Questi tipi di colorazione forniscono una buona caratterizzazione di ogni residuo 
cromatinico, danno elevati dettagli della struttura nucleare e dei nucleoli, ma 
evidenziano debolmente il citoplasma e quindi si osserva solo il contorno cellulare. Con 
queste colorazioni i granuli degli eosinofili appaiono di color grigio- giallastro. 
Si utilizzano per mostrare gli eritrociti immaturi non nucleati (reticolociti) contenenti 
materiale basofilo (DNA o RNA) osservabile sottoforma di reticolo o di punteggiatura. 
I preparati hanno una conservazione limitata nel tempo e sono: 
• NUOVO BLU DI METILENE (NBM) La composizione è: 0,5 g di Nuovo blu 
di metilene (blu basico24), ossalato di potassio 1,6 g, 100 ml di acqua distillata; 
si può aggiungere 1 ml di formalina al 40% per impedire la crescita di miceti 
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[38]. Il composto è poi filtrato e parti uguali di sangue e colorante sono aggiunte 
in un’apposita provetta lasciata a temperatura ambiente per 10-20 minuti. In 
seguito si allestisce un vetrino e si determina la percentuale dei reticolociti 
contando 1000 eritrociti. Durante le fasi di colorazione l'acido ribonucleico 
ribosomiale precipita nei reticolociti formando dei corpuscoli blu che disegnano 
una sorta di “ reticolo”. Sempre l’RNA è responsabile della tonalità bluastra che 
caratterizza gli eritrociti policromatofili quando è usata una colorazione di 
Romanowsky. Con la maturazione dei reticolociti il numero di ribosomi al loro 
interno diminuisce fino a che sono visibili solo piccole inclusioni puntiformi 
(reticolociti puntati) evidenziate dalla colorazione per i reticolociti. Queste 
cellule si presentano con due o più granuli di colore blu, visibili anche senza un 
aggiustamento della messa a fuoco microscopica che normalmente è necessaria 
per evitare artefatti che fanno confondere i globuli rossi maturi con i reticolociti 
puntati. I granuli devono essere lontani dai margini cellulari per non essere 
confusi con i micoplasmi a localizzazione ematica (come Haemobartonella) o 
piccoli corpi di Heinz. Nei gatti sani e in quelli con anemia rigenerativa il 
numero dei reticolociti puntati è solitamente più elevato rispetto alle altre specie. 
Questo sembra verificarsi perché la maturazione (perdita dei ribosomi) dei 
reticolociti dei gatti (24-25 giorni) è molto più lenta rispetto alle altre specie. 
Pertanto, i reticolociti nei gatti sono classificati come aggregati (quando sono 
visibili estesi raggruppamenti) o puntati (quando sono presenti piccoli corpuscoli 
isolati) e nella conta devono essere annotate percentuali di entrambi i tipi. In 
gatti normali il riscontro con mezzi manuali di reticolociti puntati va dallo 0% al 
10%, mentre varia dal 2% al 17% con la citometria a flusso. Nelle altre specie i 
reticolociti aggregati maturano in puntati in un giorno o meno e non si 
differenziano quindi gli stadi di maturazione. In genere la percentuale di 
reticolociti è direttamente correlata con la percentuale di eritrociti 
policromatofili osservata sullo striscio di sangue [14,26]. I corpi di Heinz sono 
costituiti da emoglobina denaturata e precipitata e si presentano come elementi 
sferici raggruppati alla periferia dell’eritrocita, di colore blu pallido alle 
colorazioni specifiche [14,26]. I reticolociti non si osservano nel sangue 
periferico del bovino, della capra e della pecora se non come risposta ad anemia 
mentre i cavalli li rilasciano solo raramente nelle anemie rigenerative[14]. 
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• COLORAZIONE “A FRESCO” CON NUOVO BLU DI METILENE. L’utilizzo a 
fresco del nuovo blu di metilene fornisce veloci informazioni sul numero di reticolociti, 
piastrine, corpi di Heinz presenti in un campione di sangue. La soluzione colorante è 
costituita da 0,5% di nuovo blu di metilene disciolto in 0,85% di soluzione salina. A 
ogni 100 ml di soluzione è aggiunto 1 ml di formalina come conservante. Il composto è 
poi filtrato e conservato in piccoli flaconi muniti di contagocce oppure in una siringa di 
plastica con filtro permanente da 0,2 micron così che a ogni utilizzo il colorante è 
automaticamente purificato. Dopo aver asciugato lo striscio senza aggiunta di fissaggio, 
si depone una goccia di liquido sul preparato e si copre il tutto con un coprioggetto. 
Questa tecnica non è permanente, non colora gli eritrociti maturi o i granuli degli 
eosinofili, non mostra i reticolociti puntati e gli aggregati conservano solo lo “ scheletro 
“ eritrocitario e sono visibili solo i granuli colorati blu-violetto. Le piastrine appaiono 
blu- violette, mentre i corpi di Heinz all’interno dello scheletro eritrocitario hanno 
l’aspetto di corpuscoli intensamente colorati. Inoltre questo metodo non è ideale per la 
conta differenziale dei leucociti, ma si possono comunque valutare il numero e il tipo di 
cellule presenti[41]. 
• CRESIL BLU BRILLANTE (CBB) La composizione è: 1 gr di cresil blu brillante in 
100 ml di soluzione di sodio clorulo allo 0,85% con 0,4 g di citrato di sodio. La 
metodica di allestimento dello striscio è la stessa del “Nuovo Blu di Metilene”[14,38]. 
1.6.2.3 Imperfetta colorazione degli strisci ematici 
Lo striscio può essere colorato scorrettamente, quindi è necessario riconoscere i 
problemi e adottare delle procedure per eliminarli. 
Nel caso in cui lo striscio sia eccessivamente o interamente blu, i granuli dei basofili 
diventano ipercolorati e più larghi del normale, mentre quelli degli eosinofili diventano 
grigio scuro. Questo problema può essere legato: 
• ad acqua tamponata o di risciacquo troppo alcalina. Il rimedio è correggere il pH 
• ad un eccessivo spessore dello striscio. 
• a residui alcalini sullo striscio. Il rimedio è filtrare il colorante 
• insufficiente lavaggio 
• prolungata colorazione con Blu di Metilene. 
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Nel caso invece in cui lo striscio sia eccessivamente o interamente rosso, il citoplasma 
dei neutrofili è blu pallido, gli eritrociti e i granuli degli eosinofili sono anormalmente 
troppo rossi. Questa imperfetta colorazione può essere dovuta: 
• ad acqua tamponata o di risciacquo troppo acida 
• insufficiente colorazione 
• residui acidi sul vetrino 
• prolungato lavaggio 
• prolungata colorazione con l’eosina 
Lo striscio uniformemente pallido può essere dovuto a: 
• coloranti deboli o vecchi 
• insufficiente colorazione 
• prolungato lavaggio 
• uso di acqua tiepida o calda nel lavaggio 
Striscio colorato in modo disuniforme può essere dovuto a: 
• acqua tamponata applicata a chiazze 
• residui acidi o alcalini sul vetrino 
• inadeguato mescolamento di coloranti ed acqua tamponata 
Uno striscio con precipitati è legato a: 
• lavaggio insufficiente 
• coloranti non filtrati 
• solvente e colorante evaporato 
• vetrini sporchi [38] 
1.7 VALUTAZIONE DELLO STRISCIO DI SANGUE 
L’esame dello striscio di sangue inizia dalle regioni più spesse e procede verso la coda 
utilizzando in un primo momento un obiettivo 10x o 20x. Questo basso ingrandimento 
permette di valutare la qualità della colorazione, lo spessore generale, il degradare 
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uniforme dello striscio, la distribuzione delle cellule [62], la presenza d’impilamento o 
agglutinazione eritrocitaria [26] e l’adeguatezza del monostrato. L’esame a basso 
ingrandimento verifica la presenza di aggregati leucocitari o piastrinici, microfilarie e 
cellule anormali [41], fagocitanti organismi [62] altrimenti non visibili durante la conta 
differenziale dei leucociti. E’ importante soprattutto esaminare la porzione distale dello 
striscio poiché aggregati leucocitari o piastrinici di grosse dimensioni, possono 
concentrarsi in quest’area. Al contrario se si utilizza la tecnica di preparazione su vetrini 
coprioggetto gli aggregati cellulari tendono a localizzarsi al centro del preparato anziché 
alla periferia[41]. 
A basso ingrandimento si può anche grossolanamente stabilire l’ematocrito del paziente. 
Strisci di soggetti non anemici in genere nel monostrato hanno eritrociti fittamente 
disposti gli uni vicini agli altri e nelle estremità più spesse gli strati sovrapposti 
impediscono la penetrazione di luce più condensata. Al contrario, negli strisci di 
pazienti moderatamente o marcatamente anemici gli eritrociti sono nettamente separati 
gli uni dagli altri nella zona del monostrato e sono presenti solo uno o due strati di 
cellule nell’estremità spessa condensata [38,62]. Nelle aree troppo spesse, le dimensioni 
eritrocitarie sono sottostimate, mentre in quelle sottili sono sovrastimate[50]. Queste 
stime andrebbero sempre controllate, a fronte di un ematocrito adeguatamente misurato. 
Infine a basso ingrandimento si può fare una stima approssimativa della conta 
leucocitaria e classificarla come bassa, normale o alta [62]. 
La morfologia delle cellule ematiche è valutata ponendo l’obiettivo ad immersione 
(oculare 10x, obiettivo 100x, ingrandimento finale 1000). E’ possibile anche eseguire 
una valutazione dello striscio a 400 ingrandimenti (oculare 10x, obiettivo 40x) ma la 
caratterizzazione cellulare è più difficoltosa [38]. 
L’area ottimale per la valutazione è il monostrato (dove per monostrato s’intende la 
parte del vetrino in cui gli eritrociti sono molto vicini tra loro e circa metà delle cellule 
viene a contatto) che si trova oltre la metà dello striscio subito dopo l’area stratificata 
[26]. Negli eritrociti (a forte ingrandimento) si deve osservare: 
• volume: variazioni (anisocitosi), normo- macro microciti 
• colore: normo- ipo-iper cromici 
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• forma: variazioni (poichilocitosi), cellule bersaglio, sferociti, acantociti, spinociti, 
schistociti 
• distribuzione: isolati, impilati, agglutinati. 
• condizioni anormali: policromasia (eritrociti bluastri), i, globuli rossi nucleati, corpi 
di Howell-jolly (residui nucleari para – periferici), parassiti. 
Nei leucociti (a forte ingrandimento) si deve osservare:  
• la stima numerica 
• il volume cellulare 
• il citoplasma: colore, quantità relativa rispetto al nucleo, granuli (caratteristici e 
anormali come corpi di Dohle) ed eventuali corpi inclusi (Ehrilichia, 
Hepatozoon, inclusi da cimurro, batteri.) 
• nucleo: forma, colore, struttura della cromatina (e dei nucleoli.) 
• conteggio differenziale  
Per i trombociti o le piastrine occorre verificare:  
• Stima del numero presente nel campione, classificando genericamente come 
normale, aumentato o diminuito (ingrandimenti 200,400 o 1000); è considerata 
normale la presenza di 10-20 trombociti per campo microscopico usando un 
obiettivo a immersione (1000x). 
• Variazione in volume e morfologia 
• Presenza di aggregazione, spesso i trombociti si riuniscono in gruppi di alcuni o 
tanti elementi, ma nei campioni prelevati e conservati bene si ritrovano anche 
isolati. 
• Eventuale presenza di parassiti (es. Ehrlichia platis) [38]. 
1.7.1 Conteggio differenziale leucocitario 
Il conteggio leucocitario differenziale esprime la percentuale relativa dei differenti tipi 
di leucociti presenti nel sangue e si esegue enumerando e classificando almeno cento 
leucociti durante l’osservazione dello striscio ematico. In caso di valori totali alterati o 
di distribuzione anormale è necessario e consigliabile contarne 200-300. 
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Dopo aver completato la conta, si calcola la percentuale di ogni frazione cellulare 
presente e si moltiplica per il numero totale dei leucociti così da ottenere il valore 
assoluto dei singoli tipi presenti per millilitro di sangue. E’ il numero assoluto di ogni 
tipo cellulare ad essere importante, perché i valori relativi (percentuali) possono trarre in 
inganno se il numero totale di leucociti è alterato. Infatti, se la percentuale di un tipo 
cellulare è aumentata, potrebbe dipendere da un incremento di questo tipo cellulare o da 
una diminuzione delle cellule di un altro tipo. Se il numero totale di una qualsiasi classe 
leucocitaria è aumentato, si parla di “ aumento assoluto”; ma se è aumentata solo la 
percentuale, perché gli altri tipi leucocitari sono diminuiti, si parla di “aumento 
relativo”. Il conteggio leucocitario differenziale dovrebbe essere valutato insieme al 
conteggio leucocitario totale per avere sempre il numero assoluto di ciascun tipo di 
leucocita. 
Quando il leucogramma è calcolato con metodi manuali o con contaglobuli a 
impedenza, gli eritrociti nucleati (NRBC) sono classificati come leucociti. Diventa 
quindi necessario contarli separatamente, usandoli poi per correggere il conteggio 
leucocitario totale secondo la formula: 
Numero di globuli bianchi corretto = [100/ (100+ numero globuli rossi nucleati)] x 
numero di globuli bianchi. 
Se la conta leucocitaria è eseguita con contaglobuli di ultima generazione ed è in grado 
di distinguere i reticolociti dai leucociti non è più necessario applicare la formula sopra 
indicata. In ogni caso il numero di NRBC deve essere sempre annotato. 
Il conteggio leucocitario differenziale si può eseguire poco sotto i bordi dello striscio, 
attraverso tutto il vetrino (metodo della W) e con la tecnica della battaglia navale. 
Nella coda si vanno in genere ad addensare le cellule con volume maggiore. I neutrofili 
tendono ad essere più abbondanti lungo i margini dello striscio, mentre i linfociti sono a 
poca distanza dal margine. I monociti e gli eosinofili sono distribuiti in tutto il vetrino. 
La parte centrale del vetrino è generalmente povera di leucociti a causa della 
marginazione degli stessi. 
E’ quindi consigliabile eseguire la lettura lungo i margini del corpo del vetrino con il 
metodo della battaglia navale [38]. Infine la presenza di leucociti con struttura anomala 
come alterazioni tossiche del citoplasma dei neutrofili o aumento di linfociti reattivi 
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(quando sono >5%) deve comparire sul referto con i risultati finali. La frequenza dei 
neutrofili tossici può essere ridotta (del 5-10%), moderata (11-30%) o elevata (> 30%) e 
la gravità delle alterazioni tossiche varia da +1 a +3 [41]. 
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2 ERITROCITI 
2.1 ASPETTI GENERALI 
Gli eritrociti (Red Blood Cells o RBC) dei mammiferi sono cellule anucleate, biconcave 
e di forma discoide, ad eccezione di quelle ellittiche dei Camelidi. 
Lo spessore è circa 1,8 µl in tutte le specie mentre. il diametro eritrocitario, che può 
essere misurato direttamente al microscopio mediante l’impiego di un oculare 
micrometrico, è un parametro specie-specifico. Anche all’interno dello stesso soggetto i 
globuli rossi non hanno tutti le stesse dimensioni e questa differenza è particolarmente 
evidente nella pecora e nella capra dove si parla di “fisiologica anisocitosi”. 
Oltre al diametro, un parametro eritrocitario importante per la funzione respiratoria e di 
trasporto dei gas da parte del sangue è la superficie; a parità del volume totale la 
superficie è inversamente proporzionale al diametro dei corpuscoli: particelle più 
piccole forniscono complessivamente una superficie maggiore favorendo un più rapido 
scambio gassoso. Inoltre la forma di disco biconcavo è la più adatta per facilitare gli 
scambi di ossigeno molecolare e anidride carbonica lungo tutta la superficie cellulare. 
L’eritrocita è composto principalmente da acqua, circa 64-70% e da un rimanente 
residuo secco. Questo a sua volta è costituito per il 95% da emoglobina e per il 5% da 
lipoproteine di membrana, lipidi, colesterolo, enzimi (come le fosfatasi, la colinesterasi, 
l’anidrasi carbonica ed altri inerenti alla glicolisi) e minerali (potassio, sodio, cloro, 
zolfo, etc.). 
La composizione ionica e il volume delle cellule sono regolate dalla pompa del sodio 
che scambia K+ eritrocitario con Na+ extracellulare con idrolisi di ATP. La membrana 
dell’eritrocita è permeabile agli ioni cloro e bicarbonato e inoltre all’interno dei globuli 
rossi manca il Ca2+ [20]. 
Sia durante l’eritropoiesi che nella circolazione, gli eritrociti sono esposti all’ambiente 
biochimico del plasma e sono dipendenti dalla disponibilità di precursori biochimici 
necessari per la sintesi delle membrane e dell’emoglobina. La forma degli eritrociti è il 
risultato sia dell’ambiente della cellula sia del suo stato metabolico. Le anomalie 
biochimiche collegate ai cambiamenti morfologici eritrocitari comprendono alterazioni 
del metabolismo del ferro e di quello lipidico, stress ossidativi, sepsi e tossine, e 
alterazioni metaboliche come la deplezione degli elettroliti e l’uremia. La maggior parte 
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delle alterazioni morfologiche degli eritrociti è il risultato di alterazioni della membrana 
[15]. 
Molte anomalie eritrocitarie, quali le alterazioni di forma e i corpi inclusi, non sono 
rilevabili nemmeno con i contaglobuli più sofisticati e la valutazione dello striscio 
ematico rimane una componente essenziale dell’esame emocromocitometrico. Le 
modificazioni della morfologia eritrocitaria consentono infatti di valutare la causa di 
una possibile anemia, la presenza di un potenziale processo metabolico primario, una 
disfunzione organica specifica nonché l’identificazione di un potenziale agente 
infettivo. Virtualmente in tutti gli strisci si possano riscontrare occasionali alterazioni 
nella forma e nelle dimensioni degli eritrociti, se questi cambiamenti si verificano in 
un’alta percentuale (più del 10%), o sono molto evidenti, è bene valutare con attenzione 
il loro potenziale significato diagnostico [62]. 
La morfologia eritrocitaria sul referto viene indicata come normale o alterata. 
Normalmente negli strisci di cavalli, gatti e suini sani gli eritrociti presentano una 
disposizione a rouleaux, nel cavallo e nel gatto i globuli rossi possono contenere una 
quantità minima di piccoli residui sferici del nucleo chiamati corpi di Howell-Jolly. Se 
negli strisci di specie per cui non si tratta di un ritrovamento normale compaiono 
rouleaux e corpi di Cowell jolly, è necessario segnalare la loro presenza sul referto. 
Esempi di strutture eritrocitarie alterate sono costituiti da echinociti, acantociti, 
schizociti, cheratociti, dacriociti, eccentrociti e sferociti. Il numero di cellule anormali 
viene calcolato con un metodo semiquantitativo basato sul numero medio di cellule 
alterate visibili su un monostrato cellulare esaminato con ingrandimento 1000x (come 
illustrato in tabella 1) [41]. In animali gravemente anemici, il monostrato può essere 
assente, in questi casi quando gli eritrociti non si toccano (cioè tendono ad essere 
separati da una distanza pari a un diametro cellulare) allora il numero di RBC con 
anomalie morfologiche viene contato su due campi microscopici [67]. 
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Tabella 1 Schema semiquantitativo per la valutazione delle alterazioni morfologiche eritrocitarie sulla base della 
media di cellule anormali su campo microscopico monostrato x1000. Si definisce un campo microscopico monostrato 
quando gli RBC sono così vicini da toccarsi almeno nel 50% dei casi. 
 
Morfologia e 
specie 
 
1+ 
 
2+ 
 
3+ 
 
4+ 
Anisocitosi 
Cane 7-15 16-20 21-29 >30 
Gatto 5-8 9-15 16-20 >20 
Bovino 10-20 21-30 31-40 >40 
Cavallo 1-3 4-6 7-10 >10 
Policromasia 
Cane 2-7 8-14 15-29 >30 
Gatto 1-2 3-8 9-15 >15 
Bovino 2-5 6-10 11-20 >20 
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Cavallo Raramente osservati 
Ipocromasia 
Tutte le specie 1-10 11-50 51-200 >200 
Echinociti 
Tutte le specie 5-10 11-100 101-250 >250 
Poichilociti 
Tutte le specie 3-10 1-50 51-200 >200 
Codociti 
Tutte le specie 3-5 6-15 16-30 >30 
Sferociti 
Tutte le specie 1-10 11-50 51-150 >150 
Acantociti, cheratociti, dacriociti, drepanociti, ellissociti, schistociti, stomatociti, 
corpi di Howell-Jolly, corpi di Heinz 
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Tutte le specie 1-2 3-8 9-20 >20 
Punteggiature basofile 
Tutte le specie Riportate solo quando osservate 
I tipi di anomalie riscontrabili con l’esame dello striscio ematico possono essere 
schematizzati in cinque tipi: anomalie della distribuzione, della dimensione, cromatiche, 
di forma e inclusi eritrocitari . 
2.2 VARIAZIONI DELLA DISTRIBUZIONE 
2.2.1 Rouleaux o impilamento 
Per rouleaux si intendono aggregati lineari, ramificati o no, di eritrociti somiglianti a 
una “pila di monete”, comuni in gatti e cavalli. In questi ultimi è fisiologica una 
formazione marcata di rouleaux, ma possono essere assenti nel sangue di animali 
cachettici o gravemente anemici. 
La formazione di rouleaux è invece rara nel sangue di ruminanti quali lama e bovini, sia 
sani che patologici; in generale grandi quantità di rouleaux in specie diverse dal cavallo 
e dal gatto vengono considerate un reperto anomalo e spesso come segno di patologie 
infiammatorie o neoplastiche. Come già detto nel primo capitolo i rouleaux sono 
un’alterazione reversibile. 
Sono generalmente associati a differenze di carica sulla superficie eritrocitaria, come 
quelle che si verificano durante patologie infiammatorie attraverso un aumento dei 
livelli ematici di globulina. La loro formazione coinvolge, infatti, cambiamenti nelle 
interazioni fra le membrane eritrocitarie e macromolecole del plasma e riflette perciò 
fattori eritrocitari (forma e composizione della membrana), fattori legati all’albumina 
(glicazione), fattori legati alle globuline (carica, dimensione e numero), contenuto 
plasmatico di lipidi e forse delle membrane eritrocitarie, il pH (interessa la cellula e le 
cariche delle proteine) e macromolecole esogene (destrani). Rouleaux possono 
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verificarsi in vivo e contribuire all’iperviscosità del sangue, diminuendo il flusso 
sanguigno e l’ossigenazione dei tessuti [55]. Un aumento dei rouleaux sembra essere 
collegato all’ESR (erythrocyte sedimentation rate) ed è di solito associato con 
alterazioni nella carica elettrica della membrana. In alcune patologie, la normale carica 
distribuita sulla superficie della membrana può essere parzialmente mascherata da 
eccessi di proteine, come ad esempio nel caso di iperglobulinemia o iperfibrinogenemia 
da processo infiammatorio, che diminuiscono le cariche negative determinanti la 
repulsione delle altre cellule [9]. La formazione di rouleaux può verificarsi anche in 
caso di disordini linfoproliferativi quando una o più immunoglobuline vengono secrete 
in alte quantità [25,26]. 
 
Figura 5 Rouleaux, in striscio ematico di cavallo colorato con Wright-Giemsa, reperto normale in questa specie da 
Harvey JW, “Atlas of Veterinary Hematology: blood and bone marrow of domestic animals”, Elsavier, 2001. 
2.2.2 Agglutinazione 
L’agglutinazione è il prodotto della reazione antigene-anticorpo fra gli eritrociti con 
aggregazione o raggruppamento in clusters simili a grappoli d’uva, diversa dalla 
disposizione allineata assunta nei rouleaux. 
I cluster di eritrociti formatisi dall’autoagglutinazione devono essere differenziati dai 
rouleaux, che classicamente appaiono come pile di eritrociti, ma possono anche 
presentarsi accatastati o come pile disfatte di monete. L’eparina può indurre 
agglutinazione degli eritrociti equini. L’agglutinazione è stata trattata nel primo 
capitolo. 
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2.2.3 Eritrociti nucleati (Nucleated Red Blood Cells o nRBC) 
Conosciuta anche come metarubricitosi o normoblastemia, la rubrocitosi è 
un’aumentata concentrazione di globuli rossi nucleati e quindi immaturi (nRBC) nel 
sangue. Di solito, la maggior parte sono metarubrociti, alcuni possono essere rubrociti e 
precursori più giovani sono raramente osservabili. Precursori che precedono lo stadio di 
metarubrociti sono capaci di divisioni mitotica ed è quindi possibile ritrovare nel sangue 
eritrociti nucleati mitotici. 
Reperto normale negli uccelli, nei mammiferi è comune nelle anemie rigenerative 
(rubrocitosi propriamente detta, “appropriate rubricytosis”),e può anche essere osservata 
in quelle non rigenerative ed in animali non anemici senza reticolocitosi (rubrocitosi 
falsa, “inappropriate rubricytosis”). Quindi la rubrocitosi non dovrebbe essere 
considerata costantemente un affidabile indicatore di risposta midollare. La rubrocitosi 
propriamente detta è contemporanea ad un’anemia rigenerativa (con reticolocitosi) e i 
nRBC sono rilasciati come risposta a un aumento di eritropoietina che si verifica 
durante un’eritropoiesi accelerata; non aumenta solo il rilascio di reticolociti nel sangue, 
ma anche quello di nRBC. Questo fenomeno si può osservare nelle anemie rigenerative 
di cane, gatto, bovini, suini ed occasionalmente in cavalli. La falsa rubrocitosi è quella 
in assenza di reticolocitosi; per esempio, contemporanea con un’anemia non 
rigenerativa o in assenza di anemia. Si verifica primariamente quando si ha un difetto 
nel rilascio di degli eritrociti, un meccanismo altamente controllato, da parte del midollo 
osseo o altri siti di eritropoiesi, ovvero la fuga di nRBC senza l’estrusione nucleare e 
prima di maturare a reticolociti. Disordini o condizioni che causano la falsa rubrocitosi 
sono: 
- Danni necrotici del midollo osseo, infiammazione, endotossiemia, neoplasia 
riguardanti la linea eritrocitaria e non, o ipossia. I nRBC riescono a penetrare nei 
sinusoidi midollari attraverso l’endotelio danneggiato. 
- Ematopoiesi extramidollare (specialmente splenica); questa può permettere il 
rilascio di cellule prima dell’estrusione nucleare. 
- Contrazione splenica; il sangue splenico contiene eritrociti che sono in corso di 
maturazione. 
- Splenectomia: i pochi nRBC che sono normalmente rilasciati dal midollo non sono 
identificati ed eliminati dalla circolazione dalla milza. 


- Avvelenamento da piombo nel cane, forse come risultato di un danno ai sinusoidi 
midollari. 
- Discrasia del midollo osseo nei barboncini con macrocitosi [55]. 
I metarubrociti, ad esempio, possono essere rilasciati in modo inappropriato in caso di 
avvelenamento da piombo, carenza di rame, emangiosarcoma, ematopoiesi 
extramidollare, mieloftisi, sindromi discali, macrocitosi ereditaria, endotossiemia, 
trauma midollare, necrosi midollare, neoplasia metastatica del canale midollare, 
mielofibrosi, FeLV, sindrome mielodisplastica e leucemia. 
Un ridotto numero di nRBC può essere osservato in cani in una varietà di condizioni, 
fra le quali patologie cardiovascolari, traumi, iperadrenocorticismo e varie condizioni 
infiammatorie. Nei gatti con lipidosi epatica, traumi acuti e patologie infiammatorie è 
stata segnalata la presenza di metarubrociti in circolo. Gli eritrociti possono avere nuclei 
lobulati o frammentati in animali con disordini linfoproliferativi o successivamente alla 
somministrazione di vincristina [41]. 
2.3 VARIAZIONI DI VOLUME 
2.3.1 Anisocitosi 
Il termine anisocitosi indica una generale variazione delle dimensioni cellulari dovuta a 
macrociti, microciti o entrambi. Anche gli sferociti, a causa dei loro diametri ridotti, 
possono determinare un’anisocitosi apparente ma il volume di questi eritrociti non è 
diminuito. 
L’esame degli strisci ematici è un metodo molto sensibile per il riconoscimento 
dell’anisocitosi solo se le misure del diametro delle emazie nel sangue periferico sono 
miste e compaiono macrociti e microciti [62]. È importante ricordare che nelle aree 
troppo spesse, le dimensioni eritrocitarie sono sottostimate, mentre in quelle sottili sono 
sovrastimate [46]. Dimensioni uniformi non si riconoscono facilmente, ma possono 
essere ipotizzate valutando il volume cellulare medio (MCV) misurato con apparecchi 
automatici. Inoltre negli strisci con eritrociti con diametri misti può essere difficile 
determinare quali cellule costituiscono la popolazione anormale. Per valutare le 
dimensioni eritrocitarie si rilevano utili i leucociti presenti sul vetrino [62]. 
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Figura 6 Comparazione fra diametro e volume eritrocitari. Macrociti e leptociti presentano un maggior diametro, ma 
sono il macrocita è aumentato di volume. Il codocita e lo sferocita hanno entrambi diametro diminuito, ma il secondo 
ha un volume normale. Da “Red cell morphology and the peripheral blood film” Pierre RV, 2002. 
Il RDW (Red cell Distribution Width) è una misura automatizzata dell’anisocitosi 
basata sul volume, non sulla valutazione microscopica dei diametri cellulari, mentre 
l’esame degli strisci di sangue è un metodo molto sensibile per il riconoscimento di 
queste alterazioni solo se il diametro degli eritrociti nel sangue periferico ha misure 
miste. Il significato diagnostico dipende dalle cellule che determinano anisocitosi e la 
macrocitosi associata alle anemie rigenerative è più comune [55]. 
 
Figura 7 Anisocitosi con macrociti e microciti in uno striscio ematico di cane da Laboratory Urinalysis and 
Hematology for small animal practioners, C.Sink B. Feldman 
2.3.1.1 Macrociti 
Un macrocita è un eritrocita con di volume aumentato e la macrocitosi è un aumento 
della concentrazione di macrociti nel sangue periferico. Quest’ultima può essere 
indicata da uno spostamento nel citogramma eritrocitario o da un aumentato MCV e se 
sono presenti anche normociti o microciti ci sarà anisocitosi e il RDW sarà aumentato. 
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La macrocitosi è frequentemente osservata in corso di accelerata eritropoiesi con 
eritrociti immaturi più grandi dei maturi. Altre cause di macrocitosi sono: il virus della 
leucemia felina, la deficienza di vitamina B12 (soprattutto in Schnauzers Giganti), 
sindromi mielodisplastiche e alcune condizioni congenite ed ereditarie in particolari 
razze come Schnauzers Giganti, Alaskan Malamute, Espagneul olandese di Drent e nei 
Barboncini. Quest’ultima razza presenta una discrasia ereditaria del midollo e allo 
striscio sono visibili macrociti normocromici uniformi [3,62]. 
2.3.1.2 Microciti 
Un microcita è un eritrocita con volume diminuito e la microcitosi è un aumento della 
concentrazione di microciti nel sangue periferico, che può essere indicato da un MCV 
diminuito. La diminuzione del diametro cellulare è il risultato di un’aumentata divisione 
cellulare durante l’eritropoiesi che si verifica perché la concentrazione cellulare di 
emoglobina non è sufficiente da inibire la mitosi. 
Le cause di microcitosi includono la carenza di ferro (solitamente si ha una 
contemporanea ipocromasia), insufficienza epatica nei cani (in particolar modo quella 
causata da shunt portosistemici), iponatremia e probabilmente da deficienza di rame. 
I cani di talune razze (ad esempio gli Akita, Shiba e probabilmente anche gli Jindos, 
Chow-Chow e Shar Pei) possono avere eritrociti il cui MCV è 50-60 fL, anche se la 
maggior parte delle razze canine ha valori di 60-77 fL. 
Gli sferociti possono apparire microscopicamente come microcitici a causa della 
diminuzione dei diametri, ma i loro volumi sono tipicamente all’interno degli intervalli 
di riferimento, e il MCV per esempio può essere all’interno del range o aumentato a 
causa della risposta rigenerativa [55]. 
2.4 VARIAZIONI DI COLORE 
Negli strisci ematici gli eritrociti appaiono bidimensionali e così il diametro della 
cellula è interpretato come una misura della sua grandezza. È importante ricordare che 
cellule con lo stesso diametro ma diverso spessore hanno volumi diversi. Lo spessore 
dell’eritrocita è espresso dalla sua intensità di colorazione. Una cellula sottile sarà di 
colore più chiaro (ipocromica), mentre una cellula spessa si colorerà più intensamente 
(ipercromica). Il pallore centrale si riferisce alla regione centrale di ogni eritrocita ed è 
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dovuto alla relativa sottigliezza dell’area creata dalla forma biconcava della cellula; un 
aumento del pallore centrale è solitamente indicativo di ipocromasia, mentre la 
diminuzione di solito indica eritrociti dalla forma anomala [55]. 
Il colore degli eritrociti è determinato essenzialmente dalla loro concentrazione di 
emoglobina. Questa molecola nelle cellule eritroidi in via di sviluppo regola il numero 
di divisioni mitotiche. Quando la sua concentrazione raggiunge un certo livello, la 
cellula segnala al nucleo di interrompere la divisione. Un eritrocita con minor 
concentrazione di emoglobina rispetto alla norma è il risultato di una diminuzione della 
sua sintesi da parte delle cellule eritroidi che l’hanno generato; globuli rossi maturi 
possono anche perdere parzialmente il loro contenuto emoglobinico, ma il processo è 
sempre associato anche a perdite di membrana e in volume, come nel caso dei 
cheratociti o dei frammenti eritrocitari [46]. 
2.4.1 Ghost Cell 
Una ghost cell è un eritrocita dalla colorazione molto pallida, costituito principalmente 
da membrana cellulare contenente una piccolissima quantità di emoglobina. 
La presenza di “eritrociti fantasma” negli strisci ematici periferici indica che le cellule 
sono lisate antecedentemente alla preparazione dello striscio. Infatti, solitamente le 
membrane eritrocitarie sono rimosse dalla circolazione velocemente a seguito 
dell’emolisi intravasale e quindi la presenza di ghost cells indica una recente emolisi 
intravasale o in vitro dopo il prelievo [25]. 
Le ghost cells si formano di solito durante un’emolisi intravasale mediata dal 
complemento dove i complessi aderiscono alla membrana e formano dei pori attraverso 
i quali l’emoglobina può fuoriuscire dalla cellula [55]. Se l’emolisi è causata da un 
agente ossidante, possono essere visibili all’interno delle ghost cells dei corpi di Heinz. 
Si possono formare ghost cells in vitro per trauma nell’esecuzione dello striscio e si 
possono osservare “cellule fantasma distorte” in strisci allestiti da campioni lipemici 
[41]. 
2.4.2 Eritrociti ipocromici 
Gli eritrociti ipocromici, per la diminuita concentrazione emoglobinica, hanno 
accentuato pallore centrale e un sottile anello periferico di citoplasma. Gli eritrociti 
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ipocromici evidenti sullo striscio derivano in genere da una deficienza di ferro, sono 
tipicamente microciti o comunque hanno forma più variabile rispetto ai normocromici 
presentandosi come poichilociti, codociti o cellule ripiegate. Tendono spesso alla 
frammentazione. Un’altra causa di ipocromasia è la tossicosi da piombo, che provoca 
un’inibizione della sintesi dell’emoglobina [9]. Gli eritrociti ipocromici devono essere 
distinti dai torociti che, di solito, sono artefatti e presentano un’area centrale pallida, ma 
nettamente distinta dalla zona periferica che rimane ampia e di colore intenso [41]. 
 
Figura 8 Eritrociti ipocromici in striscio di cane periferico colorato con Wright Giemsa da Laboratory Urinalysis and 
Hematology for small animal practioners, C.Sink B. Feldman 
 
2.4.3 Policromatofili 
Sono eritrociti che hanno debole tinteggiatura bluastra con la colorazione di 
Romanowsky. Questa caratteristica è dovuta a una mescolanza del colore 
dell’emoglobina con la basofilia citoplasmatica derivante dalla presenza di residuo 
materiale organico e RNA. La policromasia è un segno di aumentata produzione 
eritrocitaria e dell’aumentata presenza di globuli rossi immaturi. I policromatofili 
equivalgono ai reticolociti, ma non tutti i reticolociti contengono sufficiente RNA da 
apparire come policromatofili [55]. Nel sangue di cane e suino normalmente è presente 
una piccola quantità di eritrociti policromatofili che, con HCT normale, in queste due 
specie può raggiungere rispettivamente percentuali fino all’1,5% e 1%. Nel cane (e 
forse nel suino) esiste una correlazione diretta tra il grado di policromasia e il numero di 
reticolociti, mentre nel gatto interessa maggiormente la quantità di reticolociti aggregati. 
Raramente nei gatti può essere presente una policromasia di minimo grado. In bovini, 
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pecore, capre e cavalli di solito non si osserva policromasia, poiché nei soggetti sani i 
reticolociti non sono liberati in circolo [41]. 
 
Figura 9 Policromatofili in striscio periferico di cane, con Wright’s da da Laboratory Urinalysis and Hematology for 
small animal practioners, C.Sink B. Feldman 
 
2.5 VARIAZIONI DI FORMA (POICHILOCITOSI) 
La poichilocitosi consiste nella presenza di evidenti variazioni di forma in un numero 
significativo (in genere 10% o più) di eritrociti periferici. Il termine poichilocitosi è 
generico e può essere riferito agli acantociti, agli echinociti, ai codociti o ad altri tipi 
morfologici [62]. 
I poichilociti possono rappresentare artefatti o cellule patologiche ed esistono termini 
specifici per indicare determinati cambiamenti morfologici. Inoltre, è bene ricordare che 
alcuni cambiamenti sono più frequenti in alcune specie, ad esempio gli echinociti sono 
frequenti nei suini, nelle capre fino a 3 mesi e in quelle di razza Angora, dove si 
riscontrano anche eritrociti triangolari, fusiformi, oblunghi, piriformi e a fiammifero [3]. 
Negli esseri umani, la poichilocitosi è correlata ad alterazioni del contenuto lipidico 
della membrana eritrocitaria e al metabolismo lipidico; lo stesso meccanismo potrebbe 
dare ragione della poichilocitosi in corso di malattie epatiche, per esempio in gatti con 
lipidosi epatica, colangioepatite, epatite/epatopatia, istoplasmosi sistemica e shunt 
portosistemico, e in cani con epatite cronica o glomerulonefrite, linfosarcoma o 
ipotiroidismo. Tuttavia è possibile che in questi casi la poichilocitosi sia multifattoriale, 
perché tutte queste condizioni sono accompagnate da anomalie microvasali e della 
viscosità del sangue, da ipertensione e da infiammazione, tutti cofattori che possono 
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causare stress agli eritrociti circolanti. In entrambe le specie sotto terapia con 
doxorubicina possono comparire poichilociti [62]. 
2.5.1 Acantociti (Spur cells) 
Eritrociti con proiezioni di membrana scarse, irregolarmente distribuite e di dimensioni 
variabili, sono detti acantociti, dal greco ἄκανθα, spina. 
Gli acantociti si formano quando le membrane eritrocitarie contengono un eccesso di 
colesterolo rispetto alla quantità di fosfolipidi, ad esempio nel caso di 
ipercolesterolemia o anomala composizione delle lipoproteine plasmatiche. 
Negli esseri umani, la trasformazione in acantociti è considerata il risultato di 
un’anomala composizione lipidica (rapporto elevato tra colesterolo e fosfolipidi) 
acquisita dalla membrana eritrocitaria durante la sua circolazione. Una volta giunti alla 
milza, questi eritrociti anomali sono strutturalmente modificati con frammentazione 
della membrana e rimodellamento delle proiezioni che divengono più lunghe e meno 
regolari; la superficie della membrana ne è ridotta con minor deformabilità 
dell’eritrocita che condurrà alla loro distruzione splenica con anemia emolitica 
extravasale. In veterinaria, gli acantociti sembrano essere associati con una serie di stati 
patologici e con diete ricche in grassi, ma possono essere osservati anche in alcuni 
giovani animali sani. La presenza di questi poichilociti nel sangue periferico degli 
animali non è grave come negli esseri umani e non sembra essere un indicatore sensibile 
di patologia come lo è in medicina umana, ma il veterinario deve considerare gli stati 
patologici che possono determinarla [3]. 
Nelle capre giovani la marcata acantocitosi è stata attribuita alla presenza di emoglobina 
C (Hb C) in fase di sviluppo iniziale mentre nel gatto è spesso associata a lipidosi 
epatica. L’alterazione è più comune nel cane, dove è associata a disordini splenici ed 
epatici, ma anche con patologie che provocano la frammentazione degli eritrociti, come 
l’emangiosarcoma splenico, la CID e le glomerulonefriti. Inoltre il riscontro 
contemporaneo in queste patologie di acantociti, cheratociti e schistociti suggerisce che 
l’acantocitosi possa essere un’alterazione da traumi vascolari [55]. 
Alcuni acantociti possono essere difficilmente distinguibili dagli echinociti. 
		
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2.5.2 Anelli di Cabot 
Gli anelli di Cabot sono strutture anulari (semplici o a “8”) piuttosto grandi, rossastre 
evidenziabili negli eritrociti maturi. La causa è sconosciuta, ma negli esseri umani, 
anelli di Cabot sono osservabili nella diseritropoiesi sviluppata in corso di grave anemia 
emolitica, megaloblastica (causata dalla carenza di vitamina B12 e folati), in quella da 
infezioni massive o avvelenamento da piombo e nella sindrome mielodisplastica. 
Alcuni autori considerano queste inclusioni artefatti rappresentati da proteine di 
membrana denaturate senza alcun significato clinico, altri credono che siano istoni 
ricchi in arginina e ferro non emoglobinico, risultato di un’anomala biosintesi degli 
istoni nell’anemia perniciosa. Studi citochimici su pazienti umani con anemia perniciosa 
(megaloblastica) dimostrano che gli anelli di Cabot sono positivi alla colorazione con 
argento ammoniacale, e sono quindi il risultato di anormalità nel metabolismo d’istoni 
ricchi di ferro e arginina. 
2.5.3 Cheratociti (helmet cells) 
I cheratociti sono eritrociti che, lungo i margini presentano una o più strutture con 
aspetto di “vescicole” non necessariamente intatte. Una forma intermedia, talvolta detta 
precheratocita (blister cell), ha uno spazio citoplasmatico chiaro (blister o vescicola) 
riconducibile a un vacuolo o un orificio attraverso la cellula. Alcuni autori suggeriscono 
che queste zone senza affinità per i coloranti sono in realtà aree circolari dove la 
membrana si ripiega su se stessa e va incontro a rottura determinando la comparsa di 
una o due spigolature ai margini della zona [41]. L’osservazione al microscopio 
elettronico a scansione di queste cellule ha rivelato buchi e non vacuoli o membrane 
fuse, ma il meccanismo col quale si formano queste cellule rimane incerto. Alcune 
forme di cheratociti, come quelli con una sola spicola, sono classificate anche come 
frammentazione da gemmazione, acantociti o dacriociti. 
La cheratocitosi può essere causata da traumi vascolari degli eritrociti. Infatti, nelle 
patologie che portano a carenza di ferro e quindi a perdita della deformabilità, la 
cheratocitosi si associa a schistocitosi [55]. I cheratociti sono stati riportati in corso di 
patologie epatiche ed emangiosarcomi, ma compaiono anche in gatti con tossicità da 
doxorubicina e sindromi mielodisplastiche nei cani. La cheratocitosi è anche descritta 
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come un cambiamento che si verifica in vitro nel sangue di gatto conservato per lunghi 
periodi in EDTA, ma il meccanismo non è ancora stato dimostrato. 
 
Figura 10 Cheratocita in striscio di sangue periferico di cane da Laboratory Urinalysis and Hematology for small 
animal practioners, C.Sink B. Feldman 
 
2.5.4 Cnizociti 
Sono globuli rossi con due depressioni centrali separate da una linea. Compaiono nelle 
anemie rigenerative del cane [38]. Si trovano in medicina umana in soggetti con anemie 
emolitiche, in quelle dovute a sferocitosi ereditaria, con epatiti e con cirrosi da 
intossicazione acuta da alcol. Se quest’alterazione sia un fenomeno realmente connesso 
a stati patologici o un artefatto è ancora incerto [46]. 
2.5.5 Codociti (target cells o Mexican hat cells) 
Sono eritrociti con distribuzione anormale dell’emoglobina che si ritrova al centro e in 
periferia conferendo alla cellula l’aspetto simile a quello di un bersaglio (target cell). Al 
microscopio elettronico scansione appaiono come a forma di campana [38]. 
La forma di un codocita è il risultato di un rigonfiamento centrale della cellula causato 
da un aumentato rapporto fra la membrana cellulare e il contenuto di emoglobina. 
L’incremento di questo rapporto si può verificare in caso di aumento della superficie 
della membrana cellulare o se si verifica una diminuzione del contenuto di emoglobina. 
Nei Mammiferi, le target cells possono rappresentare un artefatto da asciugatura e sono 
normalmente osservabili in strisci ematici di cani sani, tuttavia la presenza di numerosi 
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codociti può indicare la presenza di patologie epatiche includendo epatopatie e ittero da 
ostruzione, alcune endocrinopatie, carenza di ferro, post-splenectomia, talassemia 
(emoglobinopatia, non riportata negli animali domestici) e rare carenze congenite di 
lecitin-colesterolo aciltransferasi. 
Durante le patologie epatiche ostruttive, si possono avere disordini del metabolismo 
lipidico e riduzione l’attività della lecitin-colesterolo aciltransferasi (LCAT) con 
aumento del rapporto colesterolo-fosfolipidi e il conseguente incremento di superficie 
della membrana eritrocitaria. Nei pazienti con anemia da carenza di ferro, al contrario, è 
presente solo un relativo eccesso di membrana perché la quantità intracellulare di 
emoglobina è ridotta. Un modesto aumento dei codociti circolanti si ha anche quando 
viene meno la funzione emocateretica della milza ad esempio in seguito a splenectomia 
mentre. Risultano notevolmente numerosi in soggetti affetti da diseritropoiesi congenita. 
I codociti sono normalmente osservabili nelle anemie rigenerative in quanti i giovani 
eritrociti presentano un eccesso di membrana e una concentrazione di emoglobina 
cellulare diminuita. Se non associata ad anemia rigenerativa, la codocitosi è osservabile 
in stati ipocromici (ad esempio nell’anemia da carenza di ferro) e quando gli eritrociti 
hanno un eccesso di membrana (ad esempio in disordini epatici, renali e del 
metabolismo lipidico) [55]. 
 
Figura 11 Codociti al microscopio elettronico. Da Bessis M: Blood Smears Reinterpreted, Springer-Verlag, Berlin, 
1977, p. 71 
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2.5.6 Dacriociti 
I dacriociti sono cellule a forma di goccia con un’estremità allungata e più o meno 
appuntita. Questi poichilociti si formano per la diminuita deformabilità della cellula 
(dovuta ad alterazioni delle proteine del citoscheletro), che non riesce a recuperare la 
forma fisiologica dopo il passaggio in capillari e sinusoidi [9]. 
Nell’uomo, in presenza di mielofibrosi o mieloftisi, queste cellule sono un reperto 
frequente, mentre non è altrettanto facile isolarle nei cani. 
La dacriocitosi è occasionalmente osservata in animali con patologie midollari come 
mielofibrosi, neoplasie e in generale disturbi mieloproliferativi, ma anche in cani e gatti 
con glomerulonefrite o ipersplenismo. Infine la formazione di dacriociti è comune nei 
ruminanti, compresi i lama, con anemia da carenza di ferro [41]. I dacriociti possono 
essere artefatti formati a causa dello stiramento dell’eritrocita durante la preparazione 
dello striscio di sangue; in questo caso si presentano in serie e hanno estremità appuntite 
rivolte nella stessa direzione a causa delle forze direzionali sviluppatesi durante la 
preparazione dello striscio [55]. 
2.5.7 Drepanociti (sickle cells o eritrociti falciformi) 
I drepanociti sono eritrociti fusiformi-affusolati che si osservano nei campioni di cervi 
sani e in uomini con anemia falciforme. Negli esseri umani i drepanociti sono le uniche 
alterazioni morfologiche eritrocitarie patognomoniche di uno specifico stato patologico 
[46]. 
Nei cervi, queste cellule compaiono a seguito di polimerizzazione dell’emoglobina, un 
fenomeno che, in vitro, si sviluppa quando la tensione di ossigeno è elevata e il pH 
compreso fra 7,6 e 7,8. I drepanociti dei cervi assumono forme leggermente variabili a 
seconda del tipo di emoglobina presente. In alcune capre Angora adulte e in alcune 
razze di pecore inglesi è frequente la polimerizzazione dell’emoglobina in filamenti 
tubulari e gli eritrociti fusiformi o affusolati che ne derivano somigliano ai drepanociti 
del sangue di cervo, tanto che da alcuni autori sono chiamati acuminociti [41]. 
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2.5.8 Eccentrociti (bite cells, cross-bonded cells o hemighost cells) 
Gli eccentrociti sono eritrociti in cui l’emoglobina si localizza solo in una zona della 
cellula, lasciando libera un’area di dimensioni variabili, senza il tipico colore rossastro, 
nella parte restante del corpo cellulare s[41]. 
Gli eccentrociti si formano quando l’ossidazione determina danni alla membrana e al 
citoscheletro con formazione di legami della membrana eritrocitaria e di una porzione 
semilunare, periferica e collassata della cellula (a volte detta anche “blister”) con 
emoglobina disposta eccentricamente (aderiscono in pratica le opposte zone della faccia 
citoplasmatica della membrana). 
Queste cellule compaiono nel sangue dopo la somministrazione o ingestione di sostanze 
ossidanti; le membrane, infatti, sono danneggiate da alcuni degli stessi ossidanti che 
determinano anemie da corpi di Heinz. Quando gli eccentrociti divengono sferici e la 
zona priva di emoglobina si restringe, si parla picnociti [55]. 
Sono stati osservati eccentrociti nei cavalli per l’ingestione di foglie di acero rosso, per 
carenza di glutatione reduttasi associata a deficienza eritrocitaria di flavin adenin 
dinucleotide (FAD), nei cani per aver ingerito alimenti come cipolle, aglio, o per 
l’assunzione di acetaminofene e vitamina K e nei bovini per la somministrazione 
endovenosa di perossido di idrogeno[41]. Recentemente sono stati descritti eccentrociti 
anche in cani con diabete mellito, linfoma delle cellule T e infezioni gravi [11]. 
2.5.9 Echinociti (Burr cells) 
Gli echinociti sono globuli rossi con numerose proiezioni di membrana, appuntite o 
smusse, disposte regolarmente e di simili dimensioni. Il termine Burr è comunemente 
usato da molti autori anglosassoni per descrivere diversi poichilociti spicolati, per cui è 
più preciso limitarne l’uso [55]. 
Si pensa che gli echinociti si formino quando il monostrato lipidico esterno diventa 
relativamente più abbondante rispetto al monostrato interno e, in vitro, questo fenomeno 
compare in presenza di acidi grassi, lisofosfolipidi e sostanze anfipatiche (idrofiliche a 
un’estremità e idrofobiche dall’altra) che hanno un’affinità spiccata per la porzione 
esterna del doppio strato lipidico. 
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Le molecole anfipatiche, come quelle utilizzate in alcuni detergenti, si intercalano nello 
strato più esterno del doppio strato lipidico con alterazioni a carico della membrana e 
sono inoltre inibitori del trasporto anionico. 
Gli echinociti si formano anche in caso di disidratazione degli eritrociti, aumento del 
pH, deplezione di ATP (es. ipofosfatemia) e aumento del calcio intracellulare. 
Si pensa che questi meccanismi siano capaci di causare disidratazione dei globuli rossi 
attraverso la perdita di potassio; la diminuzione della concentrazione di ATP inibisce la 
pompa sodio-potassio ATP-dipendente, in più l’aumento del calcio intracellulare causa 
una perdita rapida di ATP, acqua e potassio. 
Nei cani morsi da serpenti (il veleno contiene fosfolipasi, proteasi, ATP asi e va quindi 
ad alterare la composizione della membrana) compare echinocitosi transitoria, la cui 
patogenesi è ancora incerta [40]. Gli echinociti compaiono anche in caso di uremia, 
dopo una trasfusione di sangue non fresco e in alcuni cani con deficienza di piruvato 
chinasi, inoltre, sono molto frequenti in cani con glomerulonefrite, alcune neoplasie 
(linfoma, emangiosarcoma, mastocitoma e carcinoma) o dopo la somministrazione di 
doxorubicina. Anche i gatti presentano echinocitosi in molte di queste patologie, ma gli 
echinociti sono stati specificatamente riportati con somministrazioni croniche di 
doxorubicina [55]. Sono comuni nei suini e nel cavallo, compaiono in associazione a 
una perdita sistemica di cationi durante le gare di endurance, per la diarrea, malattie 
sistemiche o per la somministrazione di furosemide [41]. 
In base agli stadi progressivi di formazione e maturazione, gli echinociti dei Mammiferi 
possono essere classificati in cinque tipi principali:  
- Echinocita tipo I: eritrociti irregolari senza spicole ben definite. 
- Echinocita tipo II: proiezioni cellulari che variano in lunghezza, ma gli eritrociti 
restano di forma discoide. 
- Echinocita tipo III: sferici e con forte spicolatura. 
- Sferoechinocita tipo I e II: leggermente più piccoli, somigliano a sferociti con 
spicole appuntite [56]. 
Nella maggior parte dei casi gli echinociti sono artefatti dovuti a un eccesso di EDTA 
nella provetta, pH elevato, errori nella preparazione del vetrino o conservazione 
prolungata del sangue prima di allestire lo striscio. La distinzione fra echinociti 
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patologici e artefattuali può essere difficile, ma esistono tre metodi per aiutarci a 
discriminare: 
1)Preparare un altro striscio e usare un asciugatore o altri sistemi per asciugare il sangue 
velocemente. 
2)Esaminare gli strisci preparati su vetrini di plastica o copri oggetti. La crenatura è 
meno probabile che si verifichi sulla plastica. 
3)Esaminare gli eritrociti in una piccola quantità di sangue appoggiata sul vetrino; se gli 
echinociti non sono presenti, quelli osservati nel vetrino colorato possono essere 
considerati artefatti [55]. 
2.5.10 Ellissociti (Ovalociti) 
Gli ellissociti o ovalociti sono eritrociti di forma ovale, fisiologici in uccelli, rettili, 
anfibi e Camelidi ma patologici nei mammiferi. Il termine “ovalocita” è utilizzato per 
cellule più rotondeggianti e “ellissocita” per quelle più allungate ed ellittiche. 
In veterinaria questi poichilociti sono raramente osservati e possono essere sia disturbi 
ereditari sia acquisiti. L’ellissocitosi ereditaria canina è legata alla carenza della proteina 
eritrocitaria del citoscheletro Band 4.1 o a una spectrina di membrana mutante. 
L’ellissocitosi acquisita è invece osservata in cani con mielofibrosi, sindromi 
mielodisplasiche e glomerulonefriti e in animali con anemie da carenza di ferro. Gli 
ovalociti si possono ritrovare in gatti con patologie del midollo osseo (disordini 
mieloproliferativi e leucemia linfoblastica acuta) affetti da tossicità da doxorubicina, 
shunts porto sistemici e lipidosi epatica [15]. 
Gli ellissociti sono stati classificati in base alla loro morfologia: tipo I è quasi circolare, 
il tipo II è ovale e il tipo II è più allungato [55]. 
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Figura 12 Ellissociti in striscio perfiferico di cane colorato con Wright Giemsa da Laboratory Urinalysis and 
Hematology for small animal practioners, C.Sink B. Feldman 
2.5.11 Leptociti  
I leptociti sono eritrociti sottili e appiattiti che presentano un aumento del rapporto fra 
superficie e volume cellulare. Alcuni possono piegarsi per eccesso di membrana e 
assumere la forma di altri poichilociti come stomatociti, codociti o cnizociti, cellule a 
triplice concavità che, bidimensionalmente, somigliano a un eritrocita con una banda 
centrale di emoglobina. 
Codociti ed eritrociti ipocromici possono essere leptociti, ma non tutti i leptociti sono 
codociti o eritrociti ipocromici. 
I codociti sono molto abbondanti anche nei cani con diseritropoiesi congenita mentre i 
leptociti sono frequenti nelle anemie da carenza di ferro e in patologie colestatiche, 
talvolta nell’insufficienza epatica con accumulo di fosfolipidi di membrana e 
colesterolo. In alcuni casi, gli eritrociti policromatofili possono avere l’aspetto di 
leptociti [41]. 
2.5.12 Picnociti (cellule irregolarmente contratte) 
La picnocitosi è osservata contemporaneamente all’eccentrocitosi in cani e cavalli e 
sembra che i primi si sviluppino dai secondi, ma danni ossidativi possono causare 
direttamente entrambi. Nel cavallo i picnociti si colorano più intensamente con il Nuovo 
Blu di Metilene rispetto ai discociti e agli sferociti. Al microscopio, alcuni picnociti 
possono apparire come sferociti, ma in genere sono accompagnati da eccentrociti e 
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picnociti con brandelli di membrana, così che possono essere ben riconosciuti. Al 
microscopio elettronico i picnociti hanno irregolarità di membrana e brandelli e non 
sono perfettamente sferici [55]. 
2.5.13 Pincered cells 
In medicina umana le pincered cells sono state associate alla frammentazione 
eritrocitaria, alla sferocitosi ereditaria e all’eritroleucemia, in veterinaria sono associati a 
traumi eritrocitari e in un solo caso alla deficienza di piruvatochinasi [55]. 
2.5.14 Schistociti (RBC fragments) 
Gli schizociti o schistociti sono frammenti eritrocitari che presentano due o tre estremità 
appuntite, sempre di dimensioni ridotte rispetto ai normali discociti [70]. Gli eritrociti si 
danneggiano per il passaggio in piccole strutture rigide o per l’azione di forze, ad 
esempio: per flusso ematico turbolento, per il passaggio forzato in vasi danneggiati o 
attraverso filamenti di fibrina, per anormalità intrinseche quali danno ossidativo, grave 
carenza di ferro, tossicosi cronica da doxorubicina e carenza di piruvatochinasi nei cani 
[70].Gli schistociti sono spesso osservati assieme ad altri poichilociti quali acantociti, 
cheratociti, sferociti ed echinociti [17]. Gli stati patologici associati includono la 
coagulazione intravasale, vasculiti includendo glomerulonefriti e la sindrome emolitica 
uremica, emangiosarcoma, sindrome della Vena Cava nella dirofilariosi, endocarditi, 
epatopatie, insufficienza cardiaca congestizia, malattie istiocitiche emofagocitarie, 
ipersplenismo, diseritropoiesi acquisita, mielofibrosi, gravi anemie da carenza di ferro e 
tossicosi cronica da doxorubicina. Nei cani con carenza di piruvato chinasi conseguente 
a splenectomia è possibile individuare una marcata poichilocitosi con presenza di 
schistociti e acantociti, pertanto, è riconosciuto il ruolo essenziale della milza nella 
rimozione di questi frammenti eritrocitari dal circolo. In questa specie gli schistociti 
compaiono spesso in corso di anemia emolitica microangiopatica associata a DIC, dove 
la frammentazione avviene quando le cellule attraversano la rete di fibrina formata dai 
microtrombi, mentre nei gatti e nei cavalli, non si riscontrano in corso di DIC 
probilmente per le minori dimensioni eritrocitarie e la conseguente minor 
predisposizione alla rottura per il passaggio attraverso filamenti di fibrina[41]. Nei gatti 
sono stati comunque riportati schistociti in casi di epatopatie [15]. 
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2.5.15 Selenociti (Pacman cells o corpi selenoidi) 
I selenociti sono poichilociti difficilmente riconoscibili negli animali domestici, ritrovati 
in animali anemici e non, mentre sono facilmente riconoscibili come artefatti se hanno 
tutti la stessa direzione [46]. 
Si formano con un processo a due tappe: in un primo momento si forma un foro nella 
membrana eritrocitaria che poi si allarga mentre la cellula si spande sul vetrino, quello 
che rimane appare come una larga semiluna lievemente colorata. Gli eritrociti nel 
sangue lipemico possono essere più predisposti all’evoluzione in selenociti [3]. 
2.5.16 Sferociti 
Gli eritrociti che perdono la loro biconcavità e divengono sferici, sono detti sferociti. Si 
ritiene che questi poichilociti si formino in seguito ad un rigonfiamento cellulare e/o alla 
perdita di parte della membrana esterna con conseguente diminuzione della quantità di 
membrana per unità di volume [41]. Microscopicamente, appaiono leggermente più 
scuri, senza pallore centrale e spesso leggermente più piccoli (circa 2/3) dei normali 
discociti [3], non possono appiattirsi sul vetrino, quindi i loro diametri diminuiscono e 
appaiono microcitici, mentre il loro volume è non apprezzabilmente alterato [9]. 
Negli animali domestici, gli sferociti sono più facilmente osservabili in strisci ematici di 
cani perché la maggior parte degli eritrociti canini ha pallore centrale evidente, mentre 
gli sferociti non hanno pallore centrale. Più difficile è il riconoscimento di questi 
poichilociti nelle altre specie, come gatto e cavallo, che presentano un pallore centrale 
meno pronunciato. Durante la formazione immunomediata degli sferociti, gli anticorpi 
si formano contro un antigene non-self simil-membrana, contro complessi costituiti da 
un antigene sconosciuto legato alla membrana o a nuovi siti antigenici esposti 
dall’eritrocita. Questi anticorpi si legano agli eritrociti identificandoli per la distruzione 
da parte dei macrofagi. 
Macrofagi, soprattutto splenici, fagocitano parzialmente l’eritrocita causando 
un’eccessiva perdita di membrana rispetto al contenuto intracellulare; la cellula che ne 
risulta è più piccola, densa e sferica con aumentata fragilità osmotica e minor 
deformabilità. La minor capacità della cellula a deformarsi determina la loro captazione 
a livello della circolazione sinusoidale della milza e la loro rimozione con anemia 
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emolitica extravasale. In alcuni casi, gli eritrociti anomali possono essere opsonizzati 
direttamente dal complemento che contribuisce all’anemia emolitica intravasale, ma 
non alla sferocitosi. Una sottostante causa di autoimmunità è spesso identificabile e può 
includere parassiti ematici (spesso Haemobartonella felis), trasfusioni di sangue, 
vaccinazioni o isoeritrolisi neonatale. La sferocitosi è stata riportata anche in un cane 
con diabete mellito immunomediato idiopatico. 
Tossine che determinano la formazione di corpi di Heinz da danno ossidativo, possono 
determinare secondariamente la formazione di sferociti in seguito al pitting splenico 
delle inclusioni [27]. 
Altre cause che portano alla formazione di questi poichilociti sono: morsi di serpente 
corallo o di crotalo, punture d’ape (contenenti fosfolipasi A), intossicazioni da zinco, 
parassiti intraeritrocitari come nell’anaplasmosi bovina, trasfusioni di sangue non fresco 
e diseritropoiesi familiare. Una sferocitosi ereditaria è stata segnalata nei  bovini 
Japanese Black con carenza ereditaria di Band 3, nelle diseritropoiesi degli Springer 
Spaniel Inglesi e nei Golden Retrievers con una ridotta quantità di spectrina nella 
membrana eritrocitaria [41]. Sferociti sono stati riportati anche in cani Basenji con 
deficienza di piruvato chinasi e in capre trattate con lisolecitina. 
La sferocitosi può essere une reperto falso qualora si osservino le cellule troppo in 
prossimità dell’estremità a fiamma dello striscio dove la distorsione degli eritrociti 
rende meno identificabile il pallore centrale. I picnociti possono essere erroneamente 
considerati sferociti. 
I processi che producono sferociti possono anche condurre alla produzione di cellule 
sferoidali che non sono sfere perfette e hanno una piccola quantità di pallore centrale e 
che quindi non possono essere classificati come sferociti, ma possono essere chiamati 
stomatosferociti [3]. 
2.5.17 Stomatociti 
Sono eritrociti a forma di scodella, che presentano un’area ovale o allungata di pallore 
centrale. Gli stomatociti si formano quando aumenta il contenuto di acqua nei globuli 
rossi, come nella stomatocitosi ereditaria del cane, oppure quando in circolo sono 
presenti sostanze anfipatiche che hanno affinità per la porzione interna del doppio strato 
lipidico [41]. I giovani eritrociti (policromatofili o giovani macrociti) sono spesso degli 
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stomatociti, anche se questo è tipicamente non riportato negli esami 
emocromocitometrici. 
La stomacitosi può inoltre essere causata da un difetto ereditario della membrana 
eritrocitaria che interessa molte razze canine: negli Schnauzer, nel Volpino di 
Pomerania, negli Schnauzer nani, negli Alaskan Malamute con contemporanea 
condrodisplasia, nei Drentse Patrijshond con concomitante gastrite ipertrofica[13]. 
I Drentse Patrijshond spesso hanno MCV normali, mentre gli Schnauzer e i Malamute 
lo hanno aumentato. Nella maggior parte dei casi, comunque, sono artefatti che 
compaiono negli strisci di spessore eccessivo [55]. 
 
Figura 13 Stomatociti in striscio periferico di cane colorato con Wright Giemsa da Laboratory Urinalysis and 
Hematology for small animal practioners, C.Sink B. Feldman 
2.5.18 Torociti (doughnut cells) 
Un torocita ha un centro nettamente evidente e un denso anello colorato di emoglobina 
alla periferia. Non devono essere confusi con eritrociti ipocromici che hanno invece un 
anello periferico pallido che scolorisce gradualmente in un marcato pallore centrale. 
Sono artefatti [55], più spesso evidenziabili nell’area spessa del vetrino causati da 
un’asciugatura lenta [46]. 
2.6 INCLUSIONI ERITROCITARIE PARASSITARIE 
Esistono molti parassiti che si localizzano all’interno o sulla superficie degli eritrociti. 
Negli ultimi anni la loro tassonomia evolve continuamente per l’avvento di nuove 
tecnologie, come ad esempio la classificazione su base molecolare, e per le continue 
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scoperte di nuove varianti nelle diverse aree geografiche. Qualsiasi elenco attuale 
potrebbe nel futuro rivelarsi non aggiornato. I principali sono: 
Babesia spp 
Molte specie di Babesia infettano gli animali in tutto il mondo. Negli strisci ematici 
colorati con colorazioni tipo Romanowsky, questi organismi di solito appaiono con un 
citoplasma blu chiaro o trasparente con il nucleo da rosso a violetto; le dimensioni sono 
molto variabili, da quelle considerevoli di Babesia canis che la rendono facilmente 
individuabile, a quelle ridotte di Babesia gibsoni e B. felis. Le grandi Babesie 
generalmente hanno una forma piriforme e di solito si presentano in coppie, mentre le 
piccole Babesie sono generalmente più rotondeggianti [25]. 
La Babesiosi canina è generalmente causata da B. canis, presente principalmente nel 
sud-est degli Stati Uniti, America Centrale e del Sud, Europa meridionale, Africa, Asia 
e Australia. Questo parassita intracellulare è piuttosto grande, piriforme e facilmente 
riconoscibile all’esame microscopico anche se spesso nello striscio solo poche cellule 
contengono Babesie. Questi organismi misurano tipicamente 2, 5-3 µm di larghezza e 4-
5 µm di lunghezza. 
Parassiti multipli all’interno delle cellule possono essere osservabili in caso d’infezione 
da parte di B. gibboni (Stati Uniti, Europa meridionale e Asia) ed è tipicamente più 
piccolo, di forma da tondeggiante a ovale fino ad allungata [51]. La varietà più 
voluminosa che infetta gli eritrociti è Babesia canis. Le forme piriformi o ameboidi del 
parassita possono occupare quasi per intero il diametro della cellula, mentre quelle 
bastoncellari o affusolate, di solito presenti contemporaneamente, sono molto più 
piccole e difficili da riconoscere. In confronto Alla Babesia canis piriforme, le forme 
intraeritrocitarie di altre due specie riconosciute nel cane, B. Gibsoni e B. conradae, 
sono relativamente piccole e pleomorfe, presentandosi come anelli, bastoncellari, 
piriformi, a banda e coccoidi. Con ciascuna di queste specie si possono osservare più 
organismi per globulo rosso; nella Babesiosi cronica si rinvengono solo pochi parassiti. 
Il rinvenimento può essere facilitato dall’esame di strisci di sangue capillare (per 
esempio prelevato da una vena del padiglione auicolare) e nei globuli rossi situati 
immediatamente sotto il buffy coat in un capillare da microematocrito centrifugato. Le 
cellule infette sono anche situate verosimilmente lungo il bordo e la periferia dello 
striscio. Altri rilievi aggiuntivi di conferma in corso d’infezione acuta da Babesia canis 
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sono l’emolisi intravasale con emoglobinuria, bilirubinemia e bilirubinuria. Nei cani 
con infezione acuta da Babesia di qualsiasi specie si può riscontrare emolisi extravasale 
con anemia, trombocitopenia e neutropenia. L’infezione cronica da invece un quadro 
altalenante di anemia variabilmente rigenerativa, con evidenza clinica e di laboratorio di 
stimolazione immunitaria cronica. Supporta la diagnosi, il test d’immunofluorescenza 
indiretta (IFA: indirect Fluorescent Antibody) sebbene nei soggetti con infezione acuta 
si possono avere risultati falsi negativi e la reattività crociata agli anticorpi tra le varie 
specie di Babesia sia marcata. Per il riconoscimento delle diverse specie alcuni 
laboratori applicano la PCR. [62]. 
Cytauxzoon felis 
È simile morfologicamente alla Babesia felis e ha una fase tissutale, nei macrofagi, e 
una eritrocitaria [25]. 
Parassita dei gatti, spesso è ovale (1-5 µm di diametro), blu con un’area centrale chiara 
e con nuclei violetti alle estremità che conferiscono all’organismo un aspetto a “anello 
con sigillo” e a volte a fiammifero e a croce maltese. Alcuni parassiti hanno corpuscoli 
di cromatina a ogni estremità che li fanno assomigliare a “spille da balia”. Tipicamente 
questi organismi sono nel sangue in numero esiguo, solo nella fase terminale 
dell’infezione questi parassiti possono essere più numerosi. Gli schizonti nei macrofagi 
rigonfi sono facilmente riconoscibili negli aspirati dei linfonodi, dalla milza, dal fegato, 
dai polmoni e dal midollo osseo di soggetti con forma clinica. In genere la 
cytauxzooonosi è acuta e fatale, in conseguenza dell’ostruzione vasale da parte degli 
schizogoni all’interno delle cellule fagocitiche (soprattutto macrofagi endoteliali) in tutti 
i distretti corporei. L’anemia che si sviluppa è in genere da lieve a moderata, mascherata 
dalla disidratazione, e al momento della morte dell’animale è minimamente 
rigenerativa. Negli stadi terminali si hanno comunque leucopenia e trombocitopenia. La 
maggior parte dei casi è stati riportati in Missouri e nel sud degli Stati Uniti , in Europa 
meridionale , in Africa ed in America Centro-meridionale [51], in Italia la prima 
segnalazione della presenza di questo parassita risale all’estate 2011 [12] 
Haemobartonella spp o Mycoplasma 
Questi organismi aderiscono alla superficie esterna degli eritrociti. Sono stati classificati 
grazie a recenti studi molecolari fra i Mycoplasmi. 
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H. canis è un piccolo parassita epicellulare, di diametro inferiore a 1µm e può essere 
difficilmente distinguibile da artefatti di colorazione. È di forma coccoide o 
bastoncellare e può essere trovato individualmente, anche se solitamente si dispone in 
catene assomigliano a strutture filamentose sulla superficie degli eritrociti [51]. 
H. felis è un parassita cosmopolita ed è riconoscibile come cocci, anelli o bastoncelli 
colorati di blu, morfologicamente simili a H. canis all’interno degli eritrociti felini. 
Sono piuttosto pleiomorfi (sono state segnalate anche forme ad anello) e variabili in 
dimensioni, ma di solito misurano fra gli 0 , 5 e 1 , 5 µm. Questi agenti infettivi sono 
individuabili nelle cicliche parassitemie , di conseguenza non sono sempre identificabile 
nel sangue di soggetti infetti [25]. 
Nei gatti è stato identificato anche un altro tipo di Mycoplasma ed è stato proposto il 
nome di M. haemominutum. È necessario uno striscio eseguito a regola d’arte e ben 
colorato per l’identificazione dei Mycoplasmi nel gatto ma i cocchi hanno un diametro 
di circa la metà e in genere non sono organizzati in anelli o catene. 
Le colorazioni per i reticolociti non possono essere utilizzate per la ricerca di 
Haemobartonella, perché il materiale ribosomiale basofilo dei reticolociti può apparire 
simile ai parassiti [51]. Per il riconoscimento del batterio sembra più adatto il sangue 
fresco (senza anticoagulanti); nei campioni agitati o conservati, specie quelli che 
contengono anticoagulanti, che chelano il calcio, gli organismi tendono a staccarsi dalla 
membrana eritrocitaria. I micoplasmi devono essere differenziati dagli artefatti di 
colorazione e preparazione (per esempio vescicole della membrana negli eritrociti 
crenati o granuli di precipitato di colorante). Nelle infezioni sospette, per evidenziare il 
microrganismo può essere utile ripetere il prelievo. In ogni caso per confermare 
l’infezione esistono in commercio metodi di diagnostica molecolare più sensibili che 
hanno appurato che i gatti possono essere infettati da entrambi gli organismi [62]. 
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Figura 14 H. felis in striscio periferico colorato con Wright’s di gatto da Laboratory Urinalysis and Hematology for 
small animal practioners, C.Sink B. Feldman 
Eperythrozoon spp o Mycoplasma 
Parassiti dei ruminanti, e dei lama, recentemente queste specie sono state riclassificate e 
rinominate Mycoplasma spp. ; M. wenyonii (E. weynyonii), cosmopolita, è l’organismo 
che infetta tipicamente i bovini, mentre M. ovis (E. ovis) infetta gli ovini in tutto il 
mondo. 
Nei lama, le esatte specie di organismi coinvolti non sono state determinate, anche se è 
stato proposto recentemente il nome Mycoplasma haemelamae. Sia nei ruminanti sia nei 
lama, i parassiti sono molto simili a M. haemofelis. 
Micoplasmi identificabili come piccoli (0-5 µm di diametro) cocchi, bastoncelli o anelli 
sottili e basofili sulla superficie o fra gli eritrociti di suini, pecore (due specie nelle quali 
possono causare anemie importanti), bovini e lama. 
Organismi multipli sono spesso identificabili all’interno delle cellule e possono anche 
essere trovati liberi sullo sfondo del vetrino [51]. 
È possibile cercare di differenziare dal genere Haemobartonella basandosi sul fatto che 
quest’ultime generalmente non si presentano in anelli, oltre al fatto che agenti 
appartenenti agli Eperythrozoon si ritrovano liberi nel plasma. Questi criteri sono 
inadeguati per differenziare precisamente fra i due generi, specialmente se si considera 
che la frequenza delle formazioni anulari e del numero di parassiti liberi nel plasma 
possono entrambi essere influenzati , ad esempio , dalla tecnica usata per preparare lo 
striscio ematico [26]. 
Anaplasma spp 
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Questi parassiti si presentano come inclusioni basofiliche tondeggianti o ovali 
all’interno degli eritrociti e devono essere differenziati dai corpi di Howell-Jolly che 
sono perfettamente tondi e di maggiori dimensioni. Queste inclusioni consistono in 
subunità all’interno di una membrana che costituiscono una struttura moruliforme non 
apprezzabile con la normale microscopia [26]. Nei bovini, l’anaplasmosi è 
generalmente causata da A. marginale, che si presenta con uno o pochi parassiti di 1 µm 
di diametro, coccoidi, colorabili di viola scuro e solitamente localizzati alla periferia 
dell’eritrocita [51]. 
 
Cimurro 
Inclusioni virali nella fase viremica si colorano in rosso e sono facilmente individuabili 
in eritrociti colorati con Diff-Quick. Sono composte da aggregati di nucleocapsidi virali 
e negli eritrociti appaiono come inclusioni di varie dimensioni , rotondeggianti od ovali 
e prevalentemente in cellule policromatofile. La presenza di inclusioni virali in cellule 
anucleate come i globuli rossi è giustificabile dal fatto che si formano all’interno dei 
precursori eritroidi nel midollo osseo e persistono anche successivamente all’estrusione 
del nucleo. 
Bartonella (Rochalimaea) Henselae 
È un piccolo batterio Gram negativo che sembra essere il principale responsabile della 
patologia da graffio di gatto negli esseri umani. Nei gatti causa leggero malessere e 
anemia durante l’infezione iniziale, ma poi divengono portatori senza segni evidenti di 
malattia. Questo batterio piccolo e bastoncellare si trova all’interno degli eritrociti, ma è 
raramente svelabile con l’osservazione microscopica degli strisci ematici di gatti 
batteriemici [41]. 
Theileria 
Questi protozoi, differiscono dalle Babesie perchè hanno una fase tissutale. Gli 
schizonti si sviluppano nelle cellule linfoidi e maturano rilasciando merozoiti che 
penetrano nei globuli rossi. Sono dei parassiti pleomorfi, che sullo striscio possono 
apparire come rotondi, ovali, piriformi e occasionalmente disporsi a “croce maltese” 
[1]. Da un recente studio emerge chiaramente che la popolazione canina italiana è 
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esposta a molti patogeni trasmessi da zecche, con numerosi cani co-esposti a più 
patogeni, e questo può comportare un quadro clinico difficile da interpretare, data la 
sovrapposizione di segni clinici per ciascuna malattia [58]. 
2.7 INCLUSIONI ERITROCITARIE NON PARASSITARIE 
2.7.1 Artefatti rifrangenti 
Gli oggetti sono “rifrangenti” quando variano da scuro a brillante cambiando il piano 
focale. Solitamente negli strisci ematici colorati con colorazione Romanowsky questi 
oggetti sono da ricondursi ad artefatti. Questi ultimi si riconoscono appunto mettendo a 
fuoco piani diversi e osservando la presenza di questa proprietà appaiono come 
mezzelune o come forme irregolari da piccole a grandi contenute nell’eritrocita. Questi 
artefatti si formano per l’asciugatura prolungata o durante la colorazione. 
Quando gli artefatti rifrangenti stanno su un piano del fuoco che li rende simili a 
strutture scure, possono essere confusi con inclusioni o parassiti eritrocitari. 
Artefatti rifrangenti sono diversi dai corpi di Heinz visti in strisci di sangue asciugati 
all’aria usando una colorazione liquida di Nuovo Blu di Metilene e un coprivetrino. In 
questi campioni, i corpi di Heinz appaiono come elementi rifrangenti negli eritrociti, 
visualizzati come foci scuri in un piano focale ma rifrangenti quando di poco fuori dalla 
messa a fuoco. Per differenziare è importante ricordare anche che i corpi di Heinz non 
sono rifrangenti in strisci colorati con colorazioni tipo Romanowsky (come Wright, 
Wright-Giemsa o Wright-Leishman) [55]. 
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Figura 15 Artefatti rifrangenti in striscio periferico di gatto con colorazione di Wright da Laboratory Urinalysis and 
Hematology for small animal practioners, C.Sink B. Feldman 
 
2.7.2 Corpi di Heinz 
I corpi di Heinz sono aggregati di emoglobina denaturata e precipitata, causati da un 
danno ossidativo, che si ritrovano, adesi alla superficie interna della membrana 
dell’eritrocita, oppure appaiono come proiezioni che si estendono dalla cellula. 
Alla colorazione con Nuovo Blu di Metilene, appaiono come strutture blu chiaro, in 
rilievo e arrotondate collegate alle membrane, eritrocitarie, mentre nei vetrini colorati 
con Wright, i corpi di Heinz hanno approssimativamente la stessa colorazione 
dell’emoglobina, ma appaiono come strutture leggermente chiare che protudono o 
creano difetti di membrana. 
È bene considerare che i corpi di Heinz possono staccarsi dagli eritrociti e comparire 
come corpi liberi nello striscio di sangue e che nell’emolisi extravasale possono 
presentarsi come inclusioni rossastre all’interno di Ghost cells [55]. 
La presenza di corpi di Heinz altera la fluidità cellulare diminuendo la deformabilità 
degli eritrociti e intrappolandoli così nei sinusoidi epatici. La milza può fagocitare 
solamente i corpi di Heinz in un processo detto di “pitting” oppure l’intero eritrocita 
può essere intrappolati ed eliminati. La produzione di un gran numero di corpi di Heinz 
risulterà in una lisi intravasale degli eritrociti che li contengono, con possibile anemia 
emolitica. Il grado di emolisi e conseguentemente di anemia è dipendente dalla velocità 
di formazione delle inclusioni, dal loro numero e dalle loro dimensioni e da qualsiasi 
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concomitante danneggiamento della membrana eritrocitaria [56]. Queste strutture 
possono essere rimosse dai macrofagi splenici con formazione di sferociti. 
I gatti sani possono avere fino al 5-10% degli eritrociti con corpi di Heinz singoli e 
piccoli (diametro di circa 0,5 µm). Questo perchè l’emoglobina felina è molto più 
sensibile di quella di altre specie alla degenerazione da danni ossidativi presentando un 
maggior numero (8-10) di gruppi sulfidrilici e la milza nei gatti è non sinusoidale e 
quindi meno efficiente nella rimozione di inclusioni ed eritrociti anomali. 
Nei gatti con malattie quali il diabete mellito (specialmente quando complicato dalla 
chetoacidosi), ipertiroidismo e linfoma, può comparire un’anemia di grado minimo con 
aumento dei corpi di Heinz. 
Nelle altre specie piccoli corpi di Heinz possono essere osservati solitamente in seguito 
a splenectomia. 
Tra le cause dietetiche dell’anemia emolitica con corpi di Heinz sono incluse il 
consumo di cipolle, sia in grandi sia piccoli animali, di cavolo e altre Brassicacee da 
parte dei ruminanti, abbondante ingestione di segale in inverno da parte dei bovini e 
infine dall’ingestione di foglie di acero rosso nei cavalli. 
Le cipolle contengono numerosi composti tiosolfati, implicati nel danno ossidativo, e 
sono stati condotti diversi studi introducendo sperimentalmente polvere di cipolle 
disidratate nell’alimentazione da cucciolo nei gatti. Gli effetti indesiderati sono dose-
dipendenti, con effetti leggeri quali un’aumentata produzione di corpi di Heinz, una 
leggera diminuzione nell’ematocrito con blanda reticolocitosi nelle esposizioni a basse 
dosi, mentre a dosi più alte si manifestavano metaemoglobinemia e anemia emolitica 
[56]. 
Corpi di Heinz sono stati isolati negli eritrociti di bovini della Florida con carenza di 
selenio e alimentati con erba di San’Agostino (Stenotaphrum secundatum), dopo il parto 
in bovine della Nuova Zelanda alimentate principalmente con segale perenne. 
L’intossicazione da rame è responsabile della formazione di corpi di Heinz nei piccoli 
ruminanti, mentre nel cane sono stati riportati dei casi in seguito all’ingestione di 
oggetti (monetine) contenenti zinco. Un cane potrebbe aver sviluppato corpi di Heinz 
nel sangue a seguito dell’ingestione di naftalina. 
L’anemia emolitica con corpi di Heinz si verifica anche con la somministrazione di 
numerosi farmaci, inclusi paracetamolo e blu di metilene in cani e gatti, metionina e 
fenazopiridine in gatti, vitamina K3 in cani e fenotiazine nei cavalli [25]. 
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Corpi di Heinz sono stati riscontrati in gatti anestetizzati con Propofol (2,6-
Diisopropilfenolo), farmaco sicuro e dose-dipendente sempre più utilizzato. Questo 
anestetico, così come molti altri (composti fenolici, morfina, cloramfenicolo, 
paracetamolo e acido salicilico), contiene –OH, -COOH, -NH2, –HN e –SH che richiede 
una glucoronizzazione prima di poter essere escreto per via renale. I gatti hanno basse 
concentrazioni dell’enzima gluconiltransferasi, necessario alla coniugazione di questi 
farmaci e sono quindi esposti più a lungo ai danni ossidativi di questi composti e/o dei 
loro metaboliti. Anche il glicol propilenico, sostanza chimica comunemente usata come 
solvente e conservante e come economica fonte di carboidrati negli alimenti semiumidi 
per animali;è responsabile della formazione di corpi di Heinz. Questa molecola non 
causa danno ossidativo di per sé, ma si ritiene che gli intermedi aldeidici che si formano 
durante il suo metabolismo possano reagire con gruppi aminici e sulfidrilici 
dell’emoglobina. Gatti alimentati con alimenti ricchi di glicol propilenico presentano 
una maggior produzione di corpi di Heinz, così come di altre alterazioni eritrocitarie 
quali una maggior aderenza alle superfici, ghost cells e aumentata fragilità di 
membrana, come evidenza del fatto che i soggetti con questo tipo di dieta sono più 
sensibili agli stress ossidativi, questa maggior sensibilità può avere conseguenze 
cliniche importanti in caso di stress ossidativi endogeni quali quelli che si verificano nel 
diabete mellito, nell’ipertiroidismo, nel linfoma e nella lipidosi epatica, patologie nelle 
quali la somministrazione di questo tipo di alimenti dovrebbe essere evitata [56]. 
 
Figura 16 Corpi di Heinz alla colorazione con Nuovo Blu di Metilene in striscio ematico di gatto da Laboratory 
Urinalysis and Hematology for small animal practioners, C.Sink B. Feldman 
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2.7.3 Corpi di Howell-Jolly 
Durante la fase di sviluppo midollare, negli eritrociti possono residuare piccoli 
frammenti basofilici sferici che si trovano liberi nel citoplasma, generalmente in 
periferia. Queste strutture si colorano intensamente di viola e misurano 
approssimatamene 1µm di diametro, anche se possono avere dimensioni maggiori [51]. 
I corpi di Howell-Jolly si possono trovare in mammiferi sani, frequentemente in gatti e 
occasionalmente in cani e cavalli, anche se in quantità minime, in quanto vengono 
normalmente rimossi dalla milza. 
Per molte specie il numero dei corpi di Howell-Jolly nel sangue aumenta durante 
un’accelerata eritropoiesi e in mammiferi con una diminuita funzionalità splenica 
(inclusi quelli che hanno subito una splenectomia), ma anche in quelli sottoposti a 
terapie con glucocorticoidi o con chemioterapici che inducono la frammentazione del 
nucleo, come vincristina, colchicina e citosina arabinoside [41]. 
Corpi di Howell-Jolly possono essere osservati in numero maggiore nei cuccioli, ma 
diminuiscono rapidamente entro la prima settimana di vita fino a raggiungere i livelli 
degli adulti approssimativamente a uno-due mesi di vita. 
Aumento dei corpi di Howell-Jolly si ha in barboncini di taglia piccola e in quelli toy 
insieme a macrocitosi ereditaria [3]. 
 
Figura 17 Corpo di Howell-Jolly in striscio periferico di gatto con colorazione di Wright’s da Laboratory Urinalysis 
and Hematology for small animal practioners, C.Sink B. Feldman 
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2.7.4 Cristalli di emoglobina 
Vengono occasionalmente osservati negli eritrociti degli animali domestici, soprattutto 
gatti e lama, più raramente nel cane (cuccioli più giovani dei tre mesi), ma il loro 
significato è sconosciuto. Alcuni si possono formare in vitro a cause delle cattive 
condizioni di conservazione del campione infatti l’elettroforesi dell’emoglobina ha 
dimostrato l’assenza di molecole anormali di Hb negli animali domestici che 
presentavano questi cristalli [55]. 
Si pensa che i cristalli siano costituiti da emoglobina instabile precipitata nell’eritrocita 
che si colora intensamente, ha forma romboidale o bastoncellare e determina una minor 
deformabilità del globulo rosso. Negli esseri umani si possono ritrovare in pazienti con 
anemia falciforme in particolar modo in seguito a splenectomia, mentre in veterinaria 
sono raramente riportati e la loro causa è incerta. 
Sono stati descritti casi in cani, cavalli e lama con deficienza di FAD, ma in generale 
non viene attribuito nessun significato clinico alla presenza di cristalli di emoglobina in 
strisci ematici degli animali domestici [3]. 
2.7.5 Granuli siderotici 
I granuli siderotici sono strutture granulari basofiliche cariche di ferro nei globuli rossi 
di strisci colorati con colorazioni Wright. 
Le inclusioni eritrocitarie contenenti ferro possono essere di due tipi: siderosomi e 
mitocondri. Quando il ferro viene captato da una cellula eritroide in via di sviluppo e 
non è immediatamente incorporato nell’emoglobina o atre molecole contenenti ferro, la 
membrana lo avvolge in strutture dette siderosomi, visibili al microscopio e 
soprannominati corpi di Peppenheimer. Quando invece i granuli siderotici sono 
osservati in eritrociti maturi, questi ultimi vengono definiti siderociti, mentre se 
evidenziati in eritrociti nucleati, si parla di sideroblasti. 
Nel caso in cui il ferro giunga nel citoplasma e venga trasportato nei mitocondri per 
essere combinato alla protoporfirina formare il gruppo eme, difetti nel metabolismo 
delle protoporfirine possono causare l’accumulo del metallo all’interno degli organelli. 
Normalmente i mitocondri sono disposti in modo da circondare il nucleo, così negli 
eritrociti nucleati si visualizzano come granuli, di dimensioni maggiori rispetto ai 
siderosomi, in disposizione anulare attorno al nucleo e la cellula è definita “sideroblasto 
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ad anello”. Questo tipo di eritrocita nucleato patologico è osservabile in umane nelle 
forme ereditarie di anemia sideroblastica ed in disordini mielodisplasici [46]. 
Nel sangue di animali sani i siderociti sono piuttosto rari o assenti mentre possono 
comparire in caso di avvelenamento da piombo, anemia emolitica, diseritropoiesi, 
malattie linfoproliferative, somministrazione di cloramfenicolo nel cane e sono stati 
osservati durante studi condotti sulla carenza sperimentale di piridossina nel suino. Le 
inclusioni siderocitiche sono state isolare anche in un cane con intossicazione da zinco, 
ma non è chiaro se la loro presenza sia il risultato della tossicità intrinseca dello zinco 
oppure associata alla concomitante insorgenza di un’anemia emolitica [26]. 
Una siderocitosi temporanea è stata associata con la terapia con cloramfenicolo nei cani. 
Possono essere difficili da differenziare dalle punteggiature basofile su strisci preparati 
con colorazioni di Wright, ma tendono a presentarsi in aggregati basofilici focali, spesso 
poco colorati e localizzati verso la periferia, mentre le punteggiature si trovano disperse 
nel citoplasma dell’eritrocita e la colorazione è più intensa. Per avere la conferma che si 
tratti di granuli siderotici è necessaria l’identificazione di una colorazione positiva blu 
dei granuli con una colorazione blu di Prussia [55]. 
2.7.6 Punteggiatura basofila 
La punteggiatura basofila consiste nella presenza di granuli da fini a grossolani, dal blu 
al viola scuro, che conferiscono al citoplasma un aspetto lievemente polveroso. 
Corrispondono a ribosomi e poliribosomi spontaneamente aggregati (RNA) dispersi 
all’interno del citoplasma dell’eritrocita e indicano un’interferenza con i poliribosomi, o 
una loro incompleta utilizzazione nella sintesi di emoglobina. 
Negli esseri umani si presenta in caso di anemie megaloblastiche, alcolismo, 
intossicazione da piombo e da arsenico ed è particolarmente accentuata in caso di 
carenza di pirimidina-5’-nucleotidasi. L’asciugatura lenta dello striscio può causare la 
precipitazione dei ribosomi, un po’ come accade nella colorazione sopravitale per i 
reticolociti; in questo caso è frequente il reperto di altri artefatti da asciugatura come i 
torociti [46]. 
È osservabile in corso di anemie rigenerative, sopratutto nei bovini ed altri ruminanti, 
ma anche in cani e gatti. Se osservata in assenza della corrispondente policromasia o 
reticolocitosi, o in animali non anemici, una causa frequente è il saturnismo. Infatti il 
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piombo inibisce la pirimidin-5’-nucleotidasi che agisce nella degradazione dei 
nucleotidi in RNA. In caso quindi di punteggiature basofile associate a presenza di Nrbc 
ed in assenza di anemia grave, è da considerare ed escludere come causa il saturnismo. 
Questa inclusione è da differenziarsi dai granuli siderotici, che però si ritrovano 
solitamente riuniti in clusters [55]. 
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3 LEUCOCITI 
3.1 ASPETTI GENERALI 
Nei mammiferi i leucociti o globuli bianchi sono stati divisi in polimorfonucleati 
(neutrofili, eosinofili e basofili) e mononucleati (monociti e linfociti). I 
polimorfonucleati possiedono nuclei segmentati con cromatina addensata e sono 
comunemente chiamati granulociti poiché contengono abbondanti granuli 
citoplasmatici. I granuli primari si formano nei mieloblasti maturi o nei giovani 
promielociti e assumono un colore rosso porpora quando sono colorati con metodo 
Wright – Giemsa. I granuli secondari (o specifici) compaiono quando le cellule ancora 
all’interno del midollo raggiungono lo stadio di sviluppo di mielociti. In base alle 
tipiche colorazioni assunte dai granuli secondari è possibile identificare tre tipi di 
granulociti (neutrofili , eosinofili , basofili). Nella maggior parte dei mammiferi, con le 
colorazioni standard i granuli dei neutrofili non si colorano oppure appaiono di colore 
rosa pallido. Gli eosinofili sono chiamati così perché hanno forte affinità per l’eosina il 
colorante rosso utilizzato nelle colorazioni standard dei campioni ematici. I granuli dei 
basofili, invece, sono costituiti da sostanze acide, che hanno affinità per coloranti basici 
(blu). I leucociti mononucleati del sangue sono divisi in linfociti e monociti. Queste 
cellule non sono prive di granuli citoplasmatici ma ne possiedono una quantità minore 
rispetto ai granulociti. I linfociti T e B non possono essere distinti l’uno dall’altro in 
base alla morfologia osservabile negli strisci ematici e sono entrambi caratterizzati da 
un elevato rapporto nucleo/citoplasma. 
I leucociti sono fondamentali per le difese dell’ospite e per l’iniziazione e il controllo 
dell’immunità. I neutrofili, i macrofagi e le cellule Natural Killer (NK) (cellule linfoidi 
specializzate) forniscono la risposta immunitaria innata, che è la prima linea di difesa 
contro l’invasione di un patogeno e non richiede memoria immunitaria. Le cellule 
linfoidi, invece, regolano la risposta immunitaria adattativa o acquisita, attivata dalla 
flogosi indotta da qualsiasi patogeno che riesca a superare le difese innate. La risposta 
immunitaria acquisita sviluppa una memoria immunitaria. Oltre ad essere le cellule 
effettrici (cioè esercitano direttamente delle funzioni), i leucociti giocano un ruolo di 
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regolazione importante sia nell’ematopoiesi sia nella funzionalità immunitaria. Inoltre, 
sebbene generalmente la loro funzione sia protettiva o di supporto dei tessuti dell’ospite, 
sono anche responsabili dei danni che caratterizzano le malattie allergiche o 
immunomediate [7]. Le risposte leucocitarie sono valutate in base ai dati che 
compongono il leucogramma, quali la conta leucocitaria totale e differenziale, il numero 
assoluto di leucociti specifici per microlitro di sangue e l’esame della morfologia 
leucocitaria su uno striscio ematico colorato con colorazione di Romanowsky. Con il 
leucogramma si tiene sotto controllo lo stato di salute di un paziente, si costruisce una 
diagnosi differenziale, si valuta la risposta a un trattamento e si suggerisce una prognosi 
[55,67]. 
3.2 GRANULOCITI NEUTROFILI 
Il granulocita neutrofilo è la prima linea di difesa nelle infiammazioni, nei traumi 
tissutali e ha un ruolo decisivo nella difesa dell’organismo contro batteri, lieviti, funghi 
o parassiti. Le sostanze emesse dai batteri, dalla distruzione tissutale e il complemento 
forniscono lo stimolo chemiotattico che attrae i neutrofili nel punto di insulto dove 
queste cellule vanno a fagocitare attraverso la captazione e la digestione di materiale 
estraneo. Il neutrofilo è una cellula di circa 10-12µm di diametro (circa 1,5-2 volte la 
dimensione di un eritrocita) che al microscopio elettronico presenta numerosi 
pseudopodi aumentanti la superficie utili per la fagocitosi. I neutrofili maturi hanno un 
nucleo lobulato, diviso da fini indentature, composto principalmente da eterocromatina 
e da una piccola porzione di eucromatina al centro. Il citoplasma contiene pochi 
organuli (apparato di Golgi, reticolo endoplasmatico, mitocondri), particelle di 
glicogeno e numerosi granuli. Questi ultimi contengono sostanze ad azione microbicida, 
proteasi, recettori per molecole di adesione endoteliale, proteine della matrice 
extracellulare, prodotti batterici e mediatori dell’infiammazione. Queste sostanze sono 
separate in diversi comparti/granuli. Alcune proteine, infatti, non possono coesistere 
insieme con altre senza rischio di attivazione di enzimi, degradazione proteica e danno 
cellulare e inoltre grazie alla separazione, queste sostanze possono essere rilasciate in 
diversi momenti e situazioni svolgendo così molteplici funzioni. Per evitare danni 
diffusi ai tessuti, specifiche sostanze sono rilasciate dai granuli a seconda dello specifico 
recettore che viene stimolato. In medicina umana i granuli sono divisi in primari 
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(contenenti sostanze necessarie per la distruzione microbica), secondari (contenenti 
sostanze necessarie per la distruzione e la migrazione de PMN) e terziari (contenenti 
sostanze necessarie per la migrazione e l’extravasazione). Il loro contenuto è ben 
conosciuto in umana, mentre in veterinaria mancano le informazioni specie-specifiche 
riguardanti la distribuzione dei costituenti nei granuli primari, secondari e terziari ma in 
generale gli enzimi contenuti sono fosfatasi acide e alcaline (solo in alcune specie), 
lipasi, esterasi, DNAasi, RNAasi e diverse proteine antibatteriche [64]. I granuli dei 
neutrofili con le normali colorazioni tipo Romanowsky non si colorano o sono 
riconoscibili come punteggiature debolmente eosinofiliche sullo sfondo pallido del 
citoplasma. Il nucleo si colora di rosso porpora e i nucleoli sono raramente visibili. I 
corpi di Barr sono protusioni nucleari (corrispondenti a residui del cromosoma X) 
spesso presenti nelle femmine di cane e più raramente nelle gatte ma prive di significato 
patologico. I neutrofili sono presenti nell’organismo in tre diversi comparti: il pool 
midollare, quello ematico e quello tissutale. Il pool midollare comprende: cellule in 
divisione (pool mitotico), in maturazione (pool maturativo) e un comparto di deposito 
composto da elementi maturi, che, nei soggetti sani soddisfa le esigenze dell’organismo 
per 5-7 giorni. Solo quando la richiesta dei neutrofili è elevata questo compartimento è 
depauperato, sono rilasciati in circolo neutrofili immaturi provenienti dal pool 
maturativo. In circolo invece sono presenti un pool circolante e uno marginale 
comprendente cellule adese all’endotelio dei piccoli vasi o che si muovono lungo i vasi 
stessi mediante movimenti di rotolamento [7,38,41]. L’adesione dei neutrofili alle 
cellule endoteliali è temporanea e in relazione agli stimoli di citochine infiammatorie 
(ad esIL-1 e TNF sintetizzate dai macrofagi)che stimolano le cellule endoteliali alla 
produzione e all’espressione sulla loro superficie di molecole d’adesione (selectine) che 
mediano l’adesione e il “rotolamento” ovvero l’espressione di integrine di membrana ad 
alta affinità espresse dai neutrofiliche si legano ai recettori delle cellule endoteliali. I 
movimenti dei neutrofili verso i tessuti non sono condizionati dal loro stadio di 
maturazione e queste cellule non sono capaci di ritornare nel sangue e una volta lasciato 
migrano verso tessuti e poi verso secrezioni (ad es. intestino , polmone) dell’organismo 
dove svolgono funzione protettiva o vanno incontro a lisi tissutale [38]. 
I prelievi di sangue campionano unicamente le cellule presenti nel pool circolante, 
pertanto spostamenti di cellule tra questo e il pool marginale possono influenzare il 
numero di cellule. Nel cane i neutrofili si dividono quasi a metà tra i due pool ma nel 
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gatto il compartimento marginale contiene circa il triplo delle cellule presenti in quello 
circolante. L’emivita dei neutrofili circolanti nel cane e nel gatto, è di circa 6-12 ore e il 
numero delle cellule presenti in circolo può variare rapidamente in condizioni 
patologiche; inoltre anche negli animali sani, la popolazione di neutrofili è interamente 
rimpiazzata da 1a 2,5 volte il giorno. In condizioni normali non vi è un comparto 
tissutale di neutrofili, mentre in condizioni patologiche si possono accumulare a livello 
tissutale grandi quantità. I neutrofili nei tessuti sopravvivono solo 1-4 giorni e anche 
meno in corso di patologie [7,38,41]. 
3.2.1 Alterazioni tossiche dei Neutrofili 
Negli animali domestici il citoplasma dei neutrofili è quasi incolore e se compare un 
aumento della basofilia, dei corpi di Döhle e/o della schiumosità citoplasmatica la 
cellula è definita “tossica”. Le alterazioni tossiche dei neutrofili sono probabilmente 
l’alterazione morfologica più comune che si riscontra negli strisci ematici. Sono il 
risultato di una granulopoiesi aberrante e indicano l’effetto di un’infiammazione 
sistemica sul midollo osseo. I cambiamenti più gravi si vedono soprattutto negli animali 
che presentano sepsi, endotossiemia o necrosi tessutale. Si esprimono in anomalie 
neutrofiliche di tipo qualitativo, con la gravità o il grado di alterazioni, considerati 
significativi almeno quanto l’effettiva popolazione delle cellule coinvolte [62]. Le 
alterazioni tossiche del citoplasma si manifestano in caso di gravi sindromi 
infiammatorie e tra le cause più frequenti ci sono le massicce infestazioni batteriche 
[26] ma sono dovute anche ad alcuni farmaci e tossine. Le alterazioni tossiche dei 
neutrofili comprendono: 
BASOFILIA E CITOPLASMA SCHIUMOSO La basofilia e la schiumosità 
citoplasmatica compaiono in caso di gravi infezioni batteriche, ma possono essere 
associate anche ad altre cause di tossiemia. Il citoplasma schiumoso è considerato il 
risultato di un’anomala formazione di lisosomi e del rilascio intracellulare di enzimi 
autolisanti [62]. Si manifesta con la comparsa di numerosi vacuoli vagamente definiti 
sparsi nel citoplasma, al quale conferiscono un aspetto a bolle. Osservate al microscopio 
elettronico, i vacuoli schiumosi corrispondono ad aree trasparenti con aspetto irregolare 
e prive di membrana. La basofilia è dovuta alla concomitante presenza di abbondante 
reticolo endoplasmatico granulare e poliribosomi [25]. 
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CORPI DI DöHLE I corpi di Döhle sono inclusioni citoplasmatiche azzurrofile 
marginali e rappresentano aggregati di reticolo endoplasmatico granulare che non è 
stato espulso dalla cellula. Queste inclusioni non accompagnate da altre alterazioni 
cellulari sono un segno di tossicità lieve e, talvolta si possono rinvenire anche in 
soggetti che non manifestano segni di malattia [25]. Nei cani indicano sempre un effetto 
sistemico dell’infiammazione, mentre si vedono solo occasionalmente e senza 
significative infiammazioni nei gatti con aumentata granulopoiesi [62]. I corpi di Döhle 
devono essere distinti da granuli ferro positivi, dai corpi inclusi del cimurro del cane, e 
dai granuli presenti nei neutrofili dei felini con sindrome di Chédiak – Higashi ereditaria 
[41]. 
GRANULAZIONI TOSSICHE La granulazione tossica è un rilievo poco frequente che 
compare in corso di granulopoiesi gravemente aberrante. I piccoli granuli citoplasmatici 
sparsi di colore rosso-rosa rappresentano granuli primari mucopolisaccaridici persistenti 
(si colorano, infatti, con i metodi di Romanowsky, a differenza dei granuli secondari 
presenti solitamente nei neutrofili normali) [62], che normalmente si perdono durante la 
maturazione del neutrofilo (mantengono l’intensità della colorazione normalmente 
osservabile nei promielociti nel midollo osseo). Le granulazioni tossiche possono essere 
presenti nei cavalli, bovini e nelle pecore, mentre sono osservabili raramente nei cani e 
nei gatti e non devono essere confuse con la colorazione rosa assunta dai granuli 
secondari, la quale non è un segno di tossicità. Spesso nei neutrofili di puledro sono 
presenti granuli di color violetto senza altri segni di tossicità citoplasmatica, ma il loro 
significato clinico non è completamente chiaro. Le granulazioni tossiche devono essere 
diversificate dai granuli osservabili in alcuni gatti apparentemente sani e negli animali 
con malattie da accumulo lisosomiale [41]. 
NEUTROFILI GIGANTI I neutrofili giganti rappresentano mancate divisioni mitotiche 
dei precursori cellulari che si sviluppano rapidamente. Sono simili, ma di dimensioni 
circa doppie ai neutrofili banda o maturi, e si riscontrano più spesso nei gatti con 
neutropoiesi tossica che non nei cani. 
NUCLEI A FORMA DI ANELLO Nuclei a forma di anello nei neutrofili sono segno di 
tossicità sistemica estrema, tipicamente associati agli stati settici. Quando si valutano gli 
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strisci di sangue alla ricerca di cambiamenti tossici, è importante non confondere la 
sovrapposizione dei margini dei nuclei con quelli tossici a forma di anello [62]. 
NEUTROFILI DEGENERATI Le alterazioni degenerative dipendono dall’esposizione a 
endotossine e comprendono rigonfiamento ed eosinofilia nucleare fino alla cariolisi. 
Queste alterazioni sono più visibili nei tessuti e negli essudati mentre sono rarissime in 
circolo se non in corso di batteriemia e setticemia [7]. 
3.2.2 Neutrofilia 
La leucocitosi è in genere determinata da neutrofilia. Quest’ultima è causata da diverse 
condizioni come: 
- Infiammazione dovuta a infezioni (batteriche, fungine, virali o protozoarie), anemia 
emolitica immunomediata e necrosi. 
- Aumento del tasso di glucocorticoidi. Questi mobilizzano i neutrofili marginali 
aumentando così i circolanti, riducono la loro diapedesi prolungandone l’emivita, 
aumentano il rilascio di neutrofili dal midollo osseo fino alla possibile comparsa in 
circolo di forme “banda”. 
- Neoplasie che coinvolgono la serie granulocitaria nel midollo (leucemia 
granulocitica o mieloide) o che producono sostanze stimolanti questo 
compartimento midollare (neutrofilia paraneoplastica). 
- Risposta fisiologica a catecolamine (epinefrina e norepinefrina) in seguito alla quale 
i neutrofili marginati e quelli immagazzinati in particolari organi (come il polmone) 
si mobilizzano aumentando così in circolo. 
- Intossicazione da estrogeni, deficienza di molecole di adesione dei neutrofili 
(bovino e setter irlandese), somministrazione di Filgrastim [38]. 
3.2.2.1 Left Shift 
Se nel sangue è presente un aumento del numero assoluto dei neutrofili immaturi, 
questo fenomeno è definito come left shift e generalmente si associa alla presenza di 
processi infiammatori di origine infettiva, immunomediata o neoplastica. In un animale 
con un processo infiammatorio in atto, la presenza di una left shift significativa indica 
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che la richiesta di neutrofili dal midollo supera la quantità che può essere fornita con la 
sola liberazione dei neutrofili maturi immagazzinati. In queste situazioni il pool di 
riserva midollare è depauperato ma continua a esserci una richiesta periferica di 
neutrofili e il midollo rilascia dal comparto maturativo neutrofili immaturi (in 
prevalenza bands). Se la patologia si protrae o è particolarmente grave possono 
comparire in circolo metamielociti o anche elementi più immaturi [7,38,41,67]. È da 
notare che qualsiasi stadio cellulare più immaturo del metamielocito è incapace di 
fagocitosi [38].La stadiazione precisa dei granulociti immaturi può essere resa 
difficoltosa dallo sviluppo cellulare asincrono che si ha nelle risposte infiammatorie 
particolarmente intense. Ciò si riconosce spesso in un ritardo dei cambiamenti della 
forma nucleare, correlato al grado di addensamento cromatinico e sviluppo 
citoplasmatico. In circolo si possono quindi trovare: 
- NEUTROFILI BANDA hanno un nucleo allungato a forma di U o di J leggermente 
contorta con addensamento cromatinico inferiore a quello dei neutrofili maturi. È 
assente o poco definita la lobulazione nucleare. Nel cane le strozzature dei nuclei dei 
neutrofili a banda sono ampie meno della metà delle altre zone (non strozzate) del 
nucleo, nel gatto i neutrofili a banda mancano del tutto di strozzature. Per contenuto 
in granuli e colorazione il citoplasma dei neutrofili a banda è simile a quello dei 
neutrofili maturi.  
- METAMIELOCITI hanno nuclei reniformi o a clessidra larga con ammassi di 
eterocromatina in minor numero, più piccoli e più distanziati tra loro rispetto ai 
nuclei dei neutrofili a banda e segmentati. Il citoplasma dei metamielociti neutrofili 
varia da debolmente rosa a variamente basofilo, sul grado d’immaturità e alle 
alterazioni tossiche. Sono presenti granuli citoplasmatici specifici del tipo cellulare 
che sono molto meno evidenti nei metamielociti eosinofili e basofili. 
- MIELOCITI hanno nucleo variabile da rotondo a ovale, leggermente eccentrico, a 
volte leggermente appiattito da una parte, con cromatina grossolana dall’aspetto 
cordoniforme che separa pochi e piccoli ammassi cromatinici. Sono più grossi e con 
rapporto nucleo/citoplasma notevolmente più alto rispetto ai neutrofili maturi. Il 
citoplasma è leggermente basofilo e contiene granuli specifici del tipo cellulare [62].  
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Il grado di left shift con risposta a un processo infiammatorio può variare da un leggero 
aumento dei neutrofili band fino a un grave scompenso con presenza in circolo di 
metamielociti, mielociti e talvolta, anche promielociti. Il numero totale dei neutrofili 
può essere ridotto, normale o aumentato secondo il rapporto tra la quantità delle cellule 
che sono rilasciate dal midollo e la quantità di cellule che sono utilizzate nel processo 
infiammatorio. Negli animali con presenza di left shift in risposta a disordini 
infiammatori, spesso nel citoplasma cellulare sono presenti alcune alterazioni tossiche. 
Non esiste un numero di bands universalmente accettato come indicativo di 
significativo left shift, anche se spesso è utilizzato un limite di 1x10^9/l. 
Left shift indica risposta flogistica attiva che può essere a sua volta degenerativa o 
rigenerativa. Il termine di left shift rigenerativa è utilizzato quando c’è neutrofilia con 
predominanza di neutrofili maturi, mentre una left shift degenerativa indica che il 
numero di neutrofili immaturi supera quello dei maturi e la quantità totale dei neutrofili 
è normale o ridotta. Quest’ultimo quadro indica che il midollo è incapace di mantenere 
un adeguato numero di neutrofili per affrontare le maggiori richieste periferiche ed è 
considerato un segno prognostico sfavorevole mentre una neutrofilia con tendenza alla 
diminuzione del left shift può essere indicativa di diminuita richiesta tissutale o del fatto 
che la produzione di neutrofili aumenta per soddisfare le richieste periferiche e può 
essere considerata un segno prognostico favorevole [7,25,38,67]. 
 
Figura 18 Neutrofilo banda in striscio di cane periferico da Laboratory Urinalysis and Hematology for small animal 
practioners, C.Sink B. Feldman 
3.2.2.2 Right Shift 
Il termine right shift (o ipersegmentazione) si riferisce alla presenza di cinque o più 
lobature ben distinte che caratterizzano il nucleo dei neutrofili. Questo fenomeno 
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corrisponde a un processo d’invecchiamento cellulare e indica un prolungamento del 
periodo trascorso nel circolo, come accade in caso d’infiammazioni croniche in fase di 
risoluzione, dopo somministrazione di glucocorticoidi o nell’iperadrenocorticismo. Ne 
deriva una neutrofilia matura, peraltro indistinguibile da altri tipi di neutrofilia matura, 
tranne che per eventuali alterazioni morfologiche [7,41]. Ipersegmentazione e picnosi 
rappresentano normali segni d’invecchiamento ma generalmente i neutrofili 
abbandonano il circolo ematico prima che questi aspetti siano evidenti. Il fenomeno può 
comparire in vitro quando uno striscio è preparato dopo alcune ore dal prelievo di 
sangue. Tuttavia, la presenza di queste cellule in un campione ematico fresco suggerisce 
un aumento del tempo di transito in circolo dei neutrofili. L’ipersegmentazione è 
presente nei disordini mieloproliferativi e in forma idiopatica è stata segnalata nei 
cavalli senza disturbi clinici. Infine quest’alterazione è stata descritta anche nei cani con 
disordini ereditari dell’assorbimento di cobalamina e nei gatti con carenza di acido 
folico [7]. 
3.2.3 Neutropenia 
La neutropenia è la riduzione numerica di neutrofili e può essere causata da: 
- Infiammazione. Si ha ridotta sopravvivenza dei neutrofili maturi per eccessiva 
distruzione, utilizzazione o endotossiemia. Inoltre è possibile il sequestro dei 
neutrofili nel letto capillare nello shock endotossico, settico o anafilattico. 
- Aumentata distruzione periferica. Da meccanismi immunomediati o in corso di 
sindrome emofagica 
- Ipoplasia o aplasia granulocita ria. Indotta da infezioni (Parvovirus, FeLV, 
Ehrlichia), neoplasia o tossica da farmaci (cloramfenicolo, estrogeni, griseofulvina), 
necrosi midollare, mielofibrosi. 
- Produzione inefficace. Da neutropenia immunomediata, farmaci ad azione citolitica, 
interferenze metaboliche e idiosincrasia. 
- Emopoiesi ciclica. Disordine ereditario dei pastori scozzesi grigi che coinvolge la 
cellula staminale totipotente L’aumento della richiesta è comune in corso di gravi 
infezioni come piometra, peritonite e piotorace [38]. 
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3.2.4 Agenti Infettivi 
Il virus del cimurro canino può dare inclusioni sia nei leucociti sia negli eritrociti. I 
corpi inclusi del cimurro, patognomonici d’infezione, compaiono nei precursori cellulari 
all’interno del midollo osseo e si possono rinvenire nelle cellule del circolo durante la 
fase viremica acuta della malattia. Queste inclusioni virali sono difficilmente osservabili 
nel citoplasma dei neutrofili colorati con metodo Wright – Giemsa, mentre sono 
evidenti come inclusioni rossastre omogenee, rotondeggianti, ovali o di forma irregolare 
di 1-4 micron quando è utilizzato il metodo Diff- Quik. Nei leucociti del cane si 
possono vedere le morule intracellulari di Ehrlichia canis, Ehrlichia ewingii o 
Anaplasma phagocytophilum, specie nei soggetti con segni clinici di malattia (per 
esempio febbre, trombocitopenia, leucopenia, anemia, linfadenopatia, splenomegalia). 
Le morule di tutte e tre le specie (appartenenti all’ordine dei Rickettsiali) sono di 
aspetto simile, e appaiono nel citoplasma come corpi inclusi da rotondi a ovali da 
eosinofili a basofili. Con un microscopio con una buona risoluzione si nota che le 
morule sono costituite un numero variabile di cocchi. Nei neutrofili del sangue 
periferico dei cani colpiti le morule di E.ewingiii e A. phagocytophilum sono facilmente 
distinguibili. Al contrario quelle di E. canis si localizzano all’interno dei linfociti e dei 
monociti canini e si rinvengono nel sangue periferico raramente, in genere solo negli 
stadi molto precoci dell’infezione [62]. 
Nel citoplasma dei neutrofili è possibile raramente evidenziare i gametociti del protozoo 
Hepatozoon americanum, caratterizzato da un aspetto allungato e dimensioni notevoli. 
Di solito, il nucleo del gametocita si colora debolmente con i coloranti standard. Negli 
strisci colorati con Wright, i gametociti appaiono come corpi ovoidali di colore acquoso 
tali da spostare il nucleo della cellula e deformare i bordi citoplasmatici. A volte la 
struttura ovoidale non si colora ma è nettamente mostrata dal citoplasma e dal nucleo 
della cellula ospite dislocati. L’esame dei preparati di buffy coat può aiutare nel 
riconoscimento di parassiti intracellulari. Molto raramente, negli strisci di sangue di 
cane e gatto, all’interno dei leucociti si vedono lieviti, funghi o altri tipi di batteri. Se 
questi sono riscontrati in campioni freschi, sono diagnostici d’infezione sistemica. 
Colorazioni specifiche aiutano nell’identificazione [62]. Le batteriemie sono comuni e il 
colorante spesso è contaminato da batteri, per cui per diagnosticare una batteriemia è 
necessario il riscontro di neutrofili fagocitanti batteri [25]. 
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3.2.5 Malattie Ereditarie 
SINDROME DI CHÉDIAK- HIGASHI Si tratta di un disturbo genetico recessivo che 
colpisce il trasporto di proteine intracellulari in vari tessuti, ed è caratterizzata da 
granuli citoplasmatici abnormemente grandi nei leucociti del sangue periferico a causa 
di un’anormale formazione di granuli ed esocitosi [64].La condizione è stata descritta 
nel gatto Persiano con mantello fumo, e in altre specie ma non nel cane. Negli strisci di 
sangue periferico i granuli anormali sono visibili nei neutrofili, negli eosinofili, nei 
monociti e a volte nei linfociti. Con le colorazioni di Romanowsky i granuli nei 
leucociti colpiti sono in genere eosinofili, spesso di forma irregolare. I granuli dei 
neutrofili sembrano essere primari (cioè azzurrofili fusi insieme) aventi le stesse 
proprietà dei lisosomi. I gatti con sindrome di Chédiak – Higashi spesso presentano 
bassa conta neutrofilica e attività battericida leucocitaria compromessa, oltre che lieve 
tendenza alle emorragie dovuta ad alterazioni piastriniche [62,64]. La diagnosi di 
sindrome di Chédiak – Higashi si basa sulla presenza di alterata pigmentazione e di 
granuli giganti visibili allo striscio, tendenza alle emorragie, infezioni ricorrenti [64]. 
ANOMALIA DI PELGER- HUËT L’anomalia di Pelger-Huët è un rilievo 
idiosincrasico che si riscontra in molte razze canine, in cani meticci e in gatti domestici 
a pelo corto. È solitamente considerato un disturbo familiare, in cui tutti, o la maggior 
parte dei nuclei dei monociti e dei granulociti, non vanno incontro a segmentazione 
[62]. Quest’anomalia è comune nei cani Basenjii, in cui sembra che sia trasmessa da un 
gene autosomico dominante con capacità di trasmissione parziale o ridotta. Negli 
animali eterozigoti per il gene di questa malattia non compaiono segni clinici mentre gli 
animali omozigoti colpiti muoiono in utero [41]. Si presume che il difetto origini a 
livello delle cellule staminali, perché ne sono colpiti anche i megacariociti del midollo 
osseo. I nuclei delle cellule circolanti colpite possono essere rotondi o reniformi, mentre 
l’addensamento cromatinico e lo sviluppo citoplasmatico sono simili a quelle delle 
cellule mature normali. I granulociti degli animali con anomalia di Pelger-Huët 
solitamente si distinguono dalle cellule immature di una risposta infiammatoria per il 
loro aspetto uniforme e per l’assenza di alterazioni tossiche. Gli animali colpiti non 
manifestano alterazioni evidenti delle funzioni del sistema immunitario [62].  
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GRANULAZIONI ANOMALE NEI NEUTROFILI DEI GATTI BIRMANI Negli 
strisci di sangue periferico di alcuni gatti Birmani è stata riferita come condizione 
ereditaria la presenza di piccoli granuli rossastri sparsi nel citoplasma dei neutrofili, che 
sono simili per forma e dimensione a quelli normalmente poco distinguibili in gatti sani. 
I gatti colpiti sono apparentemente in buona salute e non sono riscontrate anomalie 
ultrastrutturali e funzionali dei loro neutrofili. Si pensa che il rilievo sia una diversità 
genetica benigna nel contenuto lisosomiale dei neutrofili, che condiziona l’affinità per i 
coloranti acidi [62,64]. I granuli devono comunque essere differenziati da granulazioni 
tossiche e da mucopolisaccaridosi di tipo V I o VII [64]. 
ALTERAZIONI DEI GRANULI DEI NEUTROFILI Alle alterazioni dei granuli dei 
neutrofili sono state associate altre condizioni di tipo familiare, sia nel gatto sia nel 
cane. Nella mucopolisaccaridosi di tipo A VI e VII e nella GM2 gangliosidosi, nel 
citoplasma di neutrofili e monociti circolanti possono essere presenti granuli rossi 
purpurei. Negli animali colpiti i granuli degli eosinofili possono essere incolori o più 
vivacemente eosinofili e di forma anormale. Tuttavia, nei cani e nei gatti che presentano 
queste patologie in genere, sono molto più evidenti caratteristiche microscopiche di 
dismorfismo e, a volte, deficit neurologici [62]. 
3.2.6 Inclusioni Citoplasmatiche 
Il citoplasma dei neutrofili può contenere granuli anomali, vacuoli, microrganismi e altri 
corpi inclusi non sempre indicativi di patologie. Nei neutrofili di puledri si vedono 
spesso granuli viola non accompagnati da altre prove di tossicità citoplasmatica. Il 
significato clinico ancora non è chiaro ma si presume che, come le granulazioni 
tossiche, corrispondono a granuli primari conservanti l’intensità della colorazione 
normalmente osservata nei promielociti nel midollo osseo. Di conseguenza si deve 
parlare con cautela di “neutrofili tossici nel cavallo”. Nei neutrofili conservati in EDTA, 
si possono sviluppare vacuolizzazioni citoplasmatiche; questi vacuoli sono comunque 
poco numerosi e appaiono otticamente chiari, per cui sono differenziati da quelli 
rilevabili in corso di alterazioni tossiche, i quali sono più pronunciati e conferiscono al 
citoplasma un aspetto schiumoso. Altre vacuolizzazioni sono state descritte in 
associazione con alte dosi di fenilbutazone e cloramfenicolo e fini granulazioni possono 
essere rilevate anche in malattie da accumulo di esteri del colesterolo (colinesterinosi). 
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Gli inclusi dei neutrofili del sangue periferico in genere sono dati da materiale 
fagocitato, per esempio altre cellule, detriti cellulari e organismi infettivi. Nei monociti 
o nei neutrofili circolanti, in genere associate a marcate risposte infiammatorie o anemie 
emolitiche, si vedono solo raramente eritrociti fagocitati, ematoidina o emosiderina (le 
ultime due come materiale citoplasmatico marrone chiaro o nero). All’interno dei 
neutrofili possono essere talvolta riscontrati agenti infettivi e nei cani sottoposti a 
trasfusione, sono riscontrabili granuli di emosiderina, il cui significato è tuttora 
sconosciuto [41]. 
3.3 EOSINOFILI 
Gli eosinofili, hanno dimensioni leggermente più grandi dei neutrofili e si trovano 
generalmente in numero molto ridotto negli strisci di sangue di cani e gatti sani. I nuclei 
sono meno lobulati rispetto ai neutrofili (spesso divisi in due lobuli distinti) con 
cromatina meno addensata. Il citoplasma è trasparente o leggermente basofilo e 
contiene nitidi granuli rosa, che nel gatto sono piccoli, abbondanti e bastoncellari, 
mentre possono variare ampiamente per numero e dimensioni nel cane. Gli eosinofili di 
quest’ultima specie a volte contengono un unico grosso granulo che può essere 
scambiato per un’inclusione o un organismo insolito. Gli eosinofili del Levriero sono 
tipici, perché sugli strisci hanno un aspetto vacuolizzato: questa particolarità di razza è 
stata attribuita alle differenti proprietà di colorazione dei granuli specifici. Negli strisci 
sia di cane sia di gatto, in cui in vitro si è avuta rottura degli eosinofili, i granuli a volte 
si spargono liberi sullo sfondo [62,69]. Gli eosinofili attivati si trovano a livello tissutale 
ma talvolta, in pazienti con malattie allergiche e sindrome ipereosinofilica, si possono 
riscontrare in circolo. Quando queste cellule si attivano il nucleo, diventa meno denso, 
ci sono meno granuli e il numero dei corpi lipidici aumenta. Gli eosinofili esercitano 
azione antinfiammatoria perché deattivano l’istamina prodotta dalla degranulazione dei 
mastociti e dei basofili, neutralizzano la serotonina e la bradichinina e possiedono molta 
perossidasi nei loro granuli. Degradano la fibrina prodotta nelle reazioni da 
ipersensibilità dall’essudazione delle proteine plasmatiche grazie alla profibrinolisina, 
sostanza sintetizzata a livello midollare dagli eosinofili. Fagocitano e detossificano 
sostanze estranee e proteine in decomposizione. Analogamente ai neutrofili, hanno un 
comportamento midollare di riserva e una breve emivita in circolo. A differenza dei 
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neutrofili però, negli animali sani è presente un cospicuo compartimento tissutale di 
eosinofili. Si concentrano principalmente nella pelle, nell’apparato respiratorio e 
soprattutto nel gastroenterico. La conta eosinofilica più corretta è fornita dagli 
analizzatori automatici che valutano la perossidasi. Questo enzima non è rilevato con 
questo metodo in tutte le specie, soprattutto nel gatto, e gli intervalli di riferimento per 
gli eosinofili variano nelle specie animali e nelle diverse regioni geografiche. L’esame 
dello striscio di sangue rimane quindi un metodo utile in queste situazioni[69], ma per 
effettuare una conta precisa si consiglia di contare 500 cellule [7]. 
 
Figura 19 Eosinofilo in striscio perifrico di gatto da Laboratory Urinalysis and Hematology for small animal 
practioners, C.Sink B. Feldman 
 
 
Figura 20 Eosinofilo in striscio periferico di cane da Laboratory Urinalysis and Hematology for small animal 
practioners, C.Sink B. Feldman 
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3.3.1 Eosinofilia 
Si parla di eosinofilia quando il valore assoluto degli eosinofili supera quello di 
riferimento specie-specifici. Bisogna ricordare che gli eosinofili sono a tutti gli effetti 
cellule tissutali e le infiammazioni locali non sono costantemente accompagnate da 
eosinofila periferica e che il grado di eosinofilia è variabile e spesso non indicativo della 
patologia in atto [7]. L’eosinofilia compare in patologie associate ad aumento della 
produzione di Interleuchina-5 (IL-5), generalmente è causata da: 
- Parassitismo, soprattutto quello sostenuto da elminti. Queste cellule uccidono il 
parassita attaccandocisi e formando un vacuolo digestivo e rilasciando poi molecole 
potenti dai loro granuli, come la proteina basica maggiore e la perossidasi 
eosinofila, che danneggiano la parete o le uova del parassita. La produzione di 
eosinofili è una risposta immunitaria: la prima esposizione a un parassita produce 
eosinofilia modesta, ritardata; la seconda esposizione, un’eosinofilia intensa e 
drammatica [67] L’eosinofilia è più intensa quando i parassiti migrano 
nell’organismo rispetto a quando sono localizzati nell’intestino [25]. Inoltre esiste 
una correlazione diretta tra l’entità del contatto tra i tessuti dell’ospite e il parassita 
che causa aumento della sostanza umorale prodotta dall’esposizione dei linfociti 
sensibilizzati [38]. Generalmente una risposta eosinofilica maggiore si ha con 
parassiti interni ai tessuti (microfilaria, strongili e Paragonimus kellicotti) mentre gli 
endoparassiti (es. Giardia, platelminti) che non invadono i tessuti, non scatenano 
l’eosinofilia. Altri parassiti provocano eosinofilia solo alla loro morte, quando 
espongono antigeni prima nascosti. 
- Ipoadrenocorticismo. 
- Malattie infiammatorie di tessuti ricchi di mastociti come pelle, polmone, tratto 
gastrointestinale e genitale femminile durante l’estro. 
- Allergie, che interessano pelle (es. allergia da morso da pulce), apparato 
gastroenterico e tratto respiratorio (es. asma felino, patologia dove l’infiammazione 
eosinofilica nei confronti degli allergeni inalati può arrivare a danneggiare l’epitelio 
respiratorio) [38,41,67]. 
- Neoplasie quali mastocitoma, leucemia eosinofilica e linfoma a immunofenotipo T 
perché quest’ultimi tipi di linfociti svolgono un ruolo fondamentale nella 
produzione e nella maturazione degli eosinofili attraverso la produzione di IL-5. 
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- Condizioni idiopatiche nel cane (miosite, gastroenterite, panosteite e polmonite 
eosinofilica) e nel gatto (complesso granuloma eosinofilico, gastroenterite 
eosinofilica e sindrome ipereosinofilica). La sindrome ipereosinofilica 
(Hypereosinofilic syndrome o HES) è caratterizzata da un’eosinofilia in prevalenza 
matura, persistente e di elevata entità e da infiltrazione eosinofilica di numerosi 
tessuti. Si arriva alla diagnosi mediante esclusione di tutte le cause di eosinofilia 
secondaria. Nel gatto è difficile, se non impossibile, differenziare l’HES della 
leucemia eosinofilia cronica, poiché entrambe sono caratterizzate da iperplasia 
eosinofilia midollare e infiltrazioni di altri organi. La presenza di atipie 
morfologiche dei precursori e di concomitante anemia solitamente è suggestiva di 
leucemia eosinofilia cronica piuttosto che di HES, ma in entrambi i casi, la prognosi 
è infausta [7]. 
3.3.2 Eosinopenia 
L’eosinopenia ha un significato diagnostico limitato. Può essere evidenziata: 
- Nello stress sistemico come risposta al rilascio di corticosteroidi endogeni per 
malattie, traumi, intossicazioni e infiammazioni. 
- Nell’iperadrenocorticismo. 
- Dopo 4-8 ore dalla somministrazione di ACTH o corticosteroidi [38,41,69]. Se 
questi ultimi sono somministrati in dose singola e unica, gli eosinofili ricompaiono 
in circolo dopo 24 ore, mentre per dosi ripetute nel tempo, occorrono diversi giorni 
per ritornare nella norma [38]. 
Talora si riscontra falsa eosinopenia in cani adulti di razza Greyhound (i cuccioli 
presentano le tipiche granulazioni eosinofiliche) dovuta alla difficoltà 
nell’identificazione di queste cellule che appaiono vacuolizzate e grigie con granuli che 
non si colorano con l’eosina. In questi cani gli eosinofili sono scambiati con neutrofili 
tossici o monociti [38,69]. Questa caratteristica associata al fatto che i Levrieri 
presentano fisiologicamente conte neutrofiliche più basse, può falsamente indirizzare il 
clinico verso la diagnosi di un processo infettivo [28]. 
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3.4 BASOFILI 
Nel sangue periferico di cani e gatti sani, i granulociti maturi basofili sono il tipo 
cellulare di maggiori dimensioni, e il più raro. Il loro nucleo si colora meno 
intensamente, ha meno lobature e aspetto più allungato rispetto ai nuclei degli altri tipi 
di granulociti. Il citoplasma ha affinità tintoriale variabile da grigio-azzurro a 
tenuamente porpora e contiene solitamente granuli [7,38,62]. Il colore caratteristico dei 
granuli nei basofili è dovuto al contenuto in mucopolisaccaridi solfati acidi che variano 
d’intensità nelle diverse specie [38]. Nel cane i granuli basofili in genere sono pochi e 
assumono colore blu o metacromatico, spesso i basofili sono male interpretati come 
monociti [62,67]. Quando i granuli mancano, i basofili sono riconoscibili per le loro 
dimensioni, la morfologia nucleare e la colorazione del citoplasma. I basofili del gatto 
contengono tipici e abbondanti granuli ovali di color lavanda chiaro o grigio, anche se i 
basofili immaturi possono contenere pochi granuli primari viola scuro [62,67]. I granuli 
dei basofili sono strutture lisosomiali che contengono eparina in legame con l’istamina, 
serotonina e acido ialuronico facilmente rilasciabili [38]. I basofili sono parte integrante 
delle reazioni d’ipersensibilità come i mastociti e vengono, infatti, definite cellule 
sorelle (comunque svolgono funzioni in modo indipendente e sono 
immunofenotipicamente distinte). I basofili sono coinvolti nelle reazioni di tipo 
allergico e nella risposta immunitaria ai parassiti e partecipano, insieme agli eosinofili, 
alle reazioni infiammatorie, giocando inoltre un ruolo nelle reazioni d’ipersensibilità 
ritardata (gli anticorpi si legano alla membrana del basofilo e inducono la lisi ad 
avvenuto contatto con l’antigene), nell’emostasi e grazie all’eparina rilasciata dai 
granuli nella lipolisi. Analogamente ai neutrofili e agli eosinofili, hanno un pool di 
deposito midollare e un’emivita in circolo relativamente breve (circa 6ore), mentre nei 
tessuti possono sopravvivere fino a due settimane. La scarsità di queste cellule sugli 
strisci ematici contribuisce alla mancanza della sicurezza nell’identificazione di queste 
cellule e ancora i contaglobuli automatici (ADVIA 2120, Cell Dyn 3500, Sysmex- XT-
2000 iV e LaserCyte) non riescono a determinare accuratamente i basofili nelle conte 
differenziali automatiche. I basofili possono essere considerati come grandi cellule non 
colorate con ADVIA 2120. Per ottenere una conta accurata si deve ricorrere all’esame 
diretto dello striscio ematico [36,60,67] o a colorazioni speciali (immunocitochimiche 
per l’istamina o blu di toluidina) [7]. 
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3.4.1 Basofilia 
La basofilia tende a verificarsi nelle stesse situazioni che determinano eosinofilia ed è 
per lo più dovuta a malattie allergiche (farmaci, alimenti, inalanti e punture d’insetti) o 
parassitarie (pulci, dirofilariosi e nematodi gastrointestinali). Inoltre, può comparire 
nella leucemia basofilia, nella mastocitosi diffusa, nei disordini mieloproliferativi del 
gatto e nella policitemia. Talora si osserva basofilia nel corso di alterazioni del 
metabolismo lipidico perché l’eparina contenuta da queste cellule aumenta l’attività 
della lipasi lipoproteina per chiarificare il plasma dai lipidi. La basopenia è riscontrabile 
molto raramente perché la popolazione cellulare è ridotta ed è solitamente causata da 
stress [7,38,63]. 
3.5 MASTOCITI 
Negli animali sani non sono generalmente osservabili mastociti circolanti. Tali cellule 
possono essere occasionalmente evidenziate in corso di patologie infiammatorie o 
neoplastiche. Si tratta di cellule rotonde, con un nucleo centrale tondo o ovalare che può 
colorarsi di blu-pallido ma che spesso è, almeno parzialmente, oscurato da granulazioni 
citoplasmatiche da rosso a porpora di dimensioni variabili. I mastociti sono cellule 
fondamentalmente rilevabili nei tessuti, dove interagiscono con altri leucociti giocando 
un ruolo importante nelle reazioni allergiche e in altre risposte infiammatorie. Se 
presenti in circolo, tendono a concentrarsi e nella coda dello striscio, a causa delle loro 
elevate dimensioni. I mastociti possono essere presenti in circolo in situazioni 
neoplastiche e non e sono riscontrabili in corso di forme flogistiche, dove sono associate 
a un leucogramma da infiammazione [41,7]. Da un punto di vista morfologico i 
mastociti neoplastici e non sono difficilmente distinguibili tra loro. L’esame di strisci di 
buffy coat per la stadiazione clinica del mastocitoma non è particolarmente 
consigliabile, perché è stato dimostrato come non vi sia correlazione tra la mastocitemia 
e, lo stadio o la prognosi del mastocitoma, e inoltre percentuali anche elevate di 
mastociti circolanti, possono esserci anche in corso di patologie non neoplastiche. Un 
numero di mastociti circolanti così elevato da causare un incremento della conta 
leucocitaria, merita però un approfondimento diagnostico nell’ambito del quale è 
particolarmente importante fare un prelievo del midollo [7]. 
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3.6 MONOCITI 
I monociti del cane e del gatto appaiono come cellule voluminose sullo striscio ematico. 
Queste dimensioni non sono reali perché il monocita ha tropismo per il vetro quindi si 
stende di più sembrando più grande. La morfologia del nucleo varia ampiamente, 
andando da forme allungate a U che assomigliano a neutrofili a banda, a forme 
irregolari multilobate. La cromatina nucleare dei monociti in genere è diversa sia da 
quella dei granulociti maturi che da quella degli immaturi, ed è caratteristicamente 
variabile da finemente puntiforme a cordoniforme, con solo pochi piccoli ammassi 
isolati di eterocromatina. Il citoplasma grigio-azzurro da moderato ad abbondante dei 
monociti ha un aspetto a vetro sabbiato ed è spesso comparso di minuscoli granuli 
eosinofilici e occasionalmente contiene vacuoli. La presenza di vacuolizzazioni è in 
genere considerata un artefatto che si manifesta in vitro ma può indicare aumentata 
attività fagocitaria [7,62]. I bordi citoplasmatici di solito sono irregolari, a volte con 
sottili protusioni filamentose simili a pseudopodi. A causa delle loro dimensioni 
relativamente grandi i monociti possono concentrarsi lungo il bordo sfrangiato, tanto 
che nella conta differenziale dei leucociti la loro percentuale può essere sottostimata 
[62]. Può essere complesso differenziare un neutrofilo band tossico da un monocita: i 
monociti con nucleo a forma di banda, ha, però margini arrotondati a forma di 
manubrio. Il monocita è la forma circolante del macrofago e rimane in circolo per un 
tempo limitato (nel gatto circa 8 ore), prima di migrare nei tessuti. Non esiste un pool di 
deposito midollare ma nel cane esistono probabilmente un pool circolante e uno 
marginale. Appena migrano nei tessuti, si trasformano in macrofagi tissutali (istiociti 
fagocitanti, cellule epatiche di Kupffer, macrofagi alveolari, cellule epiteliodi e giganti) 
[38,63]. La maturazione del monocita in macrofago è accompagnata da aumento delle 
dimensioni cellulari, dell’apparato di Golgi e incremento del numero dei mitocondri, dei 
granuli lisosomiali e del loro contenuto in idrolasi. Queste cellule assumono liquido per 
pinocitosi e hanno citoplasma vacuolizzato. Il compartimento tissutale è esteso e ha 
emivita molto lunga (100 giorni e più), mentre quelli che arrivano nei tessuti sede 
d’infiammazione o in preda a molte altre patologie hanno una vita molto più breve. I 
monociti migrano in genere tardivamente nelle lesioni infiammatorie, dove si 
trasformano i macrofagi. Di regola sono invece osservati negli stadi di guarigione da 
infiammazioni batteriche. Essi funzionano come veri e propri spazzini per un’ampia 
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varietà di materiale particolato, come pure verso i batteri. Sono dotati di speciali sistemi 
enzimatici comprendenti: nucleasi, proteinasi, carboidrasi e abbondanti lipasi. In gravi 
situazioni patologiche esercitano la fagocitosi anche in circolo (es. emolisi 
intravascolare). Infine, interagiscono con i linfociti nelle reazioni immuni [63]. 
3.6.1 Monocitosi 
La monocitosi si definisce quando nel sangue si riscontrano valori superiori a 
1,35x.  L nel cane e 0,85 x  L nel gatto. I corticosteroidi stimolano un aumento 
dei monociti nel cane e nel bovino e occasionalmente nel gatto. La monocitosi si 
osserva durante la guarigione e nelle fasi tardive delle malattie acute, in quelle croniche 
suppurative, nelle patologie che provocano la formazione di detriti tissutali (es. anemie 
emolitiche, essudati ed emorragie cavitarie), nelle risposte infiammatorie granulomatose 
(es. TBC e brucellosi) e nell’involuzione della mammella in asciutta. La monocitopenia 
non è un rilievo significativo e inoltre i monociti sono distribuiti sul vetrino in modo 
disuniforme e quindi la conta differenziale può essere piuttosto imprecisa [38]. 
Monocitopenia può essere osservata in anemie plastiche causate da trattamenti con 
estrogeni, chemioterapici oppure a infezione da Parvovirus [63]. I contaglobuli 
automatici hanno difficoltà nel differenziare monociti da grandi linfociti e spesso è 
erroneamente rilevata monocitopenia [67].  
3.6.2 Alterazioni Morfologiche dei Monociti 
Come altri tipi di cellule ematiche i monociti di cane possono contenere corpi inclusi 
del cimurro, mentre i monociti affetti dalla sindrome di Chédiak~Higashi, contengono 
uno o più granuli citoplasmatici eosinofilici di grandi dimensioni. Talvolta, morule 
appartenenti alla famiglia Anaplasmataceae (ad esempio Rickettsia canis e Neorickettsia 
risticii) che infettano i fagociti mononucleati, si localizzano nei monociti o nei 
macrofagi ematici durante la fase acuta dell’infezione ed hanno l’aspetto di densi 
ammassi basofili all’interno del citoplasma. Altri agenti infettivi che si possono isolare 
nei fagociti mononucleati del sangue sono Histoplasma capsulatum, Mycobacterium 
Spa, Leishmania infantum e i grandi schizonti di Cytauxzoon felis [41]. Inoltre i 
monociti sono il bersaglio primario dei Lentivirus (Maedi-Visna, FeLV, Anemia 
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infettiva nel cavallo, artrite encefalite caprina) che alterano la loro secrezione di 
citochine e la loro attività antinfiammatoria. Infine nei monociti si possono riscontrare 
granuli di emosiderina, indicativi di eritrofagocitosi [63]. 
3.7 LINFOCITI 
Nel sangue periferico di cane e gatto sono presenti linfociti di dimensioni variabili, con 
predominanza di elementi di piccole dimensioni. I piccoli linfociti hanno nuclei 
intensamente colorati, da rotondi a ovali, a volte leggermente indentati e solitamente 
con grossi e ben definiti ammassi di cromatina, ma privi di nucleoli. Ancora, la 
cromatina nucleare può avere un aspetto indistinto, specialmente con le colorazioni 
rapide. Il citoplasma moderatamente basofilo dei piccoli linfociti è scarso e i bordi 
citoplasmatici sono parzialmente oscurati dal nucleo, specie nel gatto. Normalmente si 
può riscontrare anche un numero ridotto di medi linfociti, leggermente più grandi (fino 
alle dimensioni di un neutrofilo) e con citoplasma più abbondante. I linfociti più 
voluminosi del sangue periferico hanno cromatina nucleare meno intensamente 
colorata, ma ancora raccolta in ammassi evidenti. Il loro citoplasma, più abbondante, 
varia da poco a moderatamente basofilo. Qualche linfocita presenta alcuni granuli 
citoplasmatici eosinofilici di varie dimensioni, di solito concentrati in un'unica zona 
nucleare [62]. Nel sangue dei bovini invece i linfociti hanno grandi dimensioni, 
citoplasma abbondante e vengono spesso confusi con monociti. I linfociti circolanti T e 
B non possono essere distinti per mezzo della microscopia convenzionale, ma solo con 
l’impiego di marcatori specifici tramite immunofissazione in tessuti e sospensioni 
cellulari. La vita dei linfociti è variabile da alcuni anni (linfociti della memoria) a poche 
ore o giorni (linfociti a breve vita). Il sangue funge da mezzo di trasporto per la 
distribuzione tissutale dei linfociti e per il loro ricircolo, ma solo il 5% dei linfociti è 
presente nel torrente circolatorio. Questo non significa che i linfociti sono cellule 
statiche nei tessuti; a differenza di altre cellule essi rientrano in circolo dopo essere 
migrati nei tessuti linfoidi periferici così che si assiste a un continuo ricircolo di cellule 
linfoidi tra i diversi distretti dell’organismo. Le cellule linfoidi drenate nei linfonodi dai 
tessuti (attraverso i vasi linfatici afferenti) entrano poi (attraverso i vasi linfatici 
efferenti dai linfonodi) nel dotto toracico che li riversa poi in circolo, da cui poi possono 
uscire in risposta a fattori di adesione espressi dall’endotelio. Questo ricircolo e la loro 
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capacità di proliferare, che viene conservata anche nei linfonodi maturi, sono aspetti 
unici e caratteristici delle cellule linfoidi. I linfociti circolanti possono appartenere a 
sottopopolazioni differenti, ma in prevalenza sono cellule T della memoria a lunga vita. 
Similmente ai neutrofili, esistono due comparti dei linfociti nel sangue periferico e cioè 
quelli circolanti e quelli marginati. I linfociti T intervengono nell’immunità cellulo-
mediata che si attua nel giro di ore/giorni (ipersensibilità ritardata, rigetto dei trapianti e 
dermatite da contatto) mentre i linfociti B intervengono nell’immunità umorale che 
invece si attiva nel giro di minuti/ore (es. lisi batterica, allergie, anafilassi, 
neutralizzazione virus o tossine, malattie da immunocomplessi) [38]. 
3.7.1 Linfociti Reattivi 
Si tratta in genere di cellule T o B immunostimolate con esagerata sintesi di mediatori 
dell’infiammazione e/o immunoglobuline (cellule B). Sono chiamate anche immunociti 
[Willard]. Sono in genere cellule di grosse dimensioni, con abbondante citoplasma e 
cromatina nucleare meno addensata di quella dei più comuni piccoli linfociti maturi. Il 
citoplasma, variabile da grigio a marcatamente basofilo, è l’espressione degli 
abbondanti poliribosomi associati ad aumento della sintesi proteica; spesso vi si 
riconosce per contrasto la regione perinucleare dell’apparato del Golgi. I linfociti 
reattivi nel sangue periferico suggeriscono una stimolazione immunitaria attiva, senza 
avere però significato eziologico specifico [62]. Raramente gli immunociti sono visibili 
negli strisci ematici di cani sani, mentre in quelli di animali malati o recentemente 
vaccinati si può osservare una quantità modesta o rilevante. I linfociti reattivi non hanno 
un particolare valore diagnostico, il loro numero, infatti, non riflette adeguatamente il 
grado di stimolazione immunitaria né è patognomonico di alcuna malattia specifica 
[67]. Alcuni linfociti reattivi hanno aspetto simile a plasmacellule che però 
normalmente sono localizzate in organi linfoidi e raramente nel sangue se non in 
presenza di una neoplasia specifica (ad esempio mieloma multiplo). Le plasmacellule 
sono caratterizzate e da un rapporto nucleo /citoplasma piuttosto ridotto e da una 
basofilia citoplasmatica maggiore rispetto a quella dei linfociti quiescenti. La presenza 
di un complesso di Golgi molto grande può determinare la comparsa di un’area pallida 
nel citoplasma intorno al nucleo. Le plasmacellule possiedono nuclei eccentrici con 
ammassi di cromatina grossolana disposta secondo uno schema a mosaico. 
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3.7.2 Linfociti Atipici 
Quando non è possibile determinare se i linfociti sono cellule reattive o neoplastiche, è 
usata la definizione di linfociti atipici [25,26]. La presenza di cellule atipiche in circolo 
è molto più suggestiva di malattie linfoproliferative rispetto a qualsiasi alterazione 
numerica dei linfociti. In corso di patologie linfoproliferative, la presenza di elementi 
linfoidi atipici può riflettere sia un’uscita delle cellule dai tessuti linfoidi neoplastici in 
circolo, sia un coinvolgimento midollare [7]. I linfociti basofili sono chiamati linfoblasti 
quando nel nucleo compaiono uno o più nucleoli. Talvolta nelle patologie con elevata 
stimolazione antigenica si possono osservare linfoblasti, mentre se nella conta 
differenziale queste cellule sono molto numerose, si sospetta una neoplasia linfoide 
[25]. 
3.7.3 Granulazioni e vacuolizzazioni citoplasmatiche 
Negli animali sani, una piccola percentuale dei linfociti ematici può contenere granuli 
citoplasmatici. Questi linfociti granulari corrispondono a quelli T citotossici o a cellule 
Natural Killer (NK) e un loro aumento è rilevato sia in processi neoplastici che non. 
Granuli basofili possono comparire nei linfociti di animali con alcune malattie da 
accumulo lisosomiale ereditarie tra cui la mucopolisaccaridosi tipo VII e la GM2 
gangliosidosi del gatto e la GM1 gangliosidosi del cane e del gatto, l’α- mannosidosi di 
quest'ultimo, la beta mannosidosi delle capre, la sindrome di Niemann-Pick tipo C del 
gatto e la carenza di alfa L fucosidasi del cane. In alcuni disturbi lisosomiali i granuli 
basofili e i vacuoli possono diventare evidenti solo quando gli animali colpiti 
raggiungono l’età adulta [26]. 
3.7.4 Linfocitosi 
Si parla di linfocitosi quando il numero dei linfociti è superiore agli intervalli di 
riferimento. Una leucocitosi fisiologica marcata, mediata dal rilascio di adrenalina, 
talora può incrementare il flusso linfatico con coinvolgimento di un numero elevato di 
linfociti in circolo. È osservata di frequente nel gatto, occasionalmente nel cane e 
cavallo e maggiormente nei sani rispetto ai malati. È un reperto normale, d’immaturità, 
nei gattini e nei vitelli, e, infatti, il numero di linfociti diminuisce con l’età in tutte le 
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specie anche in quelle con predominanza di linfociti (ruminanti). La linfocitosi si 
osserva anche in seguito a vaccinazione, infezioni croniche, nell’ipoadrecorticismo, 
nelle linfadeniti, nelle leucemie linfocitiche. La linfocitosi è il segno più comune che ha 
come controparte una leucopenia derivante in genere da neutropenia [38]. 
3.7.5 Linfopenia 
Si parla di linfopenia nel cane e nel gatto adulto quando i linfociti sono inferiori a 1,0-
1,5 x. /l. Può essere dovuta a ridistribuzione tissutale delle cellule circolanti per 
aumentati tassi di corticosteroidi (farmaci, iperadrenocorticismo, stress) a linfocitolisi 
(sostenuta da virus, sepsi, endotossiemia, radiazioni e dall’uso di corticosteroidi che 
riducono le mitosi linfoidi a livello dei linfonodi) e per stravaso dei linfociti in corso di 
chilotorace o linfoangectasia [38]. Inoltre la gran parte dei soggetti con linfoma tende a 
evidenziare linfopenia piuttosto che linfocitosi: questo può essere causato sia dallo 
stress, sia da un blocco del normale transito linfocitario, con difficoltà da parte delle 
cellule di entrare in circolo. I farmaci immunosoppressivi riducono il numero di linfociti 
circolanti. Più raramente appaiono linfopenici gli animali con immunodeficienze 
primarie (nei quali però le conte leucocitarie appaiono spesso normali) [7]. 


 
4 PIASTRINE 
4.1 ASPETTI GENERALI 
Nei mammiferi le piastrine (o trombociti) sono piccoli frammenti cellulari privi di 
nucleo che derivano dalla frammentazione di porzioni citoplasmatiche dei megacariociti 
[8,26,38] che rimangono in circolo per circa 5 giorni nel cane e circa 30 ore nel gatto 
[67]. I trombociti possiedono un sistema canalicolare ben sviluppato in connessione 
diretta con la membrana esterna e un sistema di microtubuli e microfilamenti, composti 
da molteplici proteine contrattili come actina, miosina e proteine correlate. I fasci di 
microtubuli contribuiscono sia a mantenere la forma discoidale in fase di riposo sia a 
modificarla per cambiare forma, formare pseudopodi, aggregarsi e avviare la retrazione 
del coagulo [41]. Nel sangue periferico del cane o del gatto le piastrine sono rotonde o 
ovali. Con le colorazioni di Romanowsky il loro citoplasma appare chiaro o blu pallido 
e di solito contiene un ammasso centrale di granuli rosso porpora [38]. I granuli sono 
molto evidenti nelle piastrine di felini e bovini meno in quelle di equini [55]. Le 
piastrine contengono svariati tipi di granuli: alfa, densi e corpi lisosomiali. I granuli alfa 
contengono fattori adesivi che promuovono l’aggregazione piastrinica e l’adesione al 
sottoendotelio (come: vWF, la fibronectina, il fibrinogeno, trombospondina, 
vitronectina, selectina P), fattori che stimolano la guarigione vascolare ( fattore di 
crescita derivato dalle piastrine, di crescita trasformante beta, quello piastrinico 3 (PF-
3), il peptide attivate il tessuto connettivo di tipo III, il chininogeno ad alto peso 
molecolare e fattori della coagulazione (cioè fattore V, XI, l’inibitore di tipo I 
dell’attivatore del plasminogeno, la proteina S). I granuli densi contengono nucleotidi e 
amine, compresi l’adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP) il 
guanosindifosfato e trifosfato, il calcio e la seratonina. I corpi lisosomiali contengono 
idrolasi acido-dipendenti solubili che partecipano alla degradazione intracellulare delle 
proteine [67]. Le piastrine più giovani in circolo hanno un maggiore contenuto di RNA 
e sono dette reticolate, ma la loro quantificazione è possibile solo con la citometria a 
flusso o marcando RNA con colorante fluorescente [38]. Nel cane le piastrine hanno 
solitamente dimensioni variabili da circa un quarto a due terzi del diametro degli 
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eritrociti, nel gatto a volte sono persino più grosse. Le piastrine parzialmente attivate 
sono a forma di ragno, con sottili protusioni citoplasmatiche o pseudopodi che si 
allungano da un piccolo corpo cellulare sferico [38,41,55,62] e i granuli tendono a 
centralizzarsi o a essere assenti, perché secreti [62]. 
Piastrine allungate possono indicare aumentata trombopoiesi mentre piastrine molto 
rotondeggianti sono solitamente un artefatto indotto dall’EDTA [55]. Possono anche 
apparire aggregate o raggruppate in masse amorfe, rilievo particolarmente frequente nel 
sangue del gatto. Le piastrine aggregate o agglutinate di solito sono spinte verso il bordo 
sfrangiato, cosa che può portare a una falsa impressione di trombocitopenia se si 
esamina il monostrato del vetrino. [62]. 
Le piastrine sono gli attori principali dell’emostasi primaria e sono importanti anche per 
quella secondaria, perché forniscono fattori solubili per la stabilizzazione del coagulo. 
Dopo una lesione vascolare, le piastrine con l’aiuto del vWF, aderiscono al collagene 
sottoendoteliale esposto. Ciò porta alla creazione di un tappo emostatico temporaneo, 
definito emostasi primaria. Questa aggregazione piastrinica provoca un cambiamento di 
conformazione che espone la fosfatidilserina precedentemente interiorizzata 
determinando attivazione piastrinica, rilascio del contenuto dei granuli piastrinici, 
aggregazione di altre piastrine e inizio dell’emostasi secondaria con la formazione di 
una superficie procoagulante di recettori del fibrinogeno sul coagulo primario. Il rilascio 
di ADP dai granuli densi porta alla sintesi del trombossano A2, una prostaglandina che 
provoca l’unione irreversibile delle piastrine, una metamorfosi viscosa e vasocostrizione 
locale [67]. 
4.2 VALUTAZIONE DELLE PIASTRINE 
La conta piastrinica effettuata con analizzatori automatici deve essere sempre verificata 
da una stima manuale su striscio ematico e quest’ultimo letto ancora più attentamente se 
esiste il sospetto di trombocitopenia o di disturbi della coagulazione. È importante 
eseguire sempre la conta piastrinica perché molti animali con trombocitopenia non 
mostrano la tendenza al sanguinamento né in anamnesi compaiono episodi passati di 
emorragie [19,38,41,62]. 
Il numero delle piastrine può essere normale, diminuito, aumentato. Le piastrine di gatto 
hanno particolare tendenza all’aggregazione in vitro. Se non ci sono ammassi di 
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piastrine lungo il bordo sfrangiato del vetrino, la conta piastrinica del paziente può 
essere grossolanamente stabilita anche dall’esame di un monostrato di uno striscio 
ematico [19,38,62]. La stima della quantità delle piastrine si ottiene semplicemente 
contando questi elementi in una serie di campi microscopici osservati a 1000 
ingrandimenti (valori normali per campo 10-20, diminuiti inferiori a 10, aumentati oltre 
i 20) e quindi moltiplicando per 10000(numero di piastrine su µl). È importante 
ricordare che alcuni contaglobuli, date le simili dimensioni di piastrine ed eritrociti, 
segnalano trombocitopenia che viene smentita dalla presenza sullo striscio di aggregati 
piastrinici non contati dalla macchina. Generalmente la pseudotrombocitopenia da 
aggregati è dovuta a difficoltà nel prelievo del campione, raramente da agglutinine a 
freddo od al legame delle PLT con i neutrofili (satellitismo piastrinico). In queste 
circostanze una conta piastrinica più accurata si può avere prelevando il campione in 
citrato di sodio [38]. Inoltre è possibile riscontare pseudo trombocitopenia nei Cavalier 
King Charles Spaniel che presentano normalmente un volume piastrinico elevato 
risultante in un conteggio piastrinico falsamente basso, perché i contaglobuli automatici 
conteggiano le macropiastrine come eritrociti o leucociti [38,43].Quando nello striscio 
di cane o di gatto si trova un numero anomalo di piastrine, si tratta più spesso di 
trombocitopenia che di trombocitosi. In entrambe le specie sono state associate 
un’ampia varietà di condizioni come gli stati infiammatori e neoplastici [62]. 
4.2.1 Alterazioni della Morfologia delle Piastrine 
 In genere nei cani sani il diametro delle piastrine va da 2 a 4 µm, o comunque da un 
quarto alla metà delle dimensioni dei globuli rossi. Nel gatto le dimensioni delle 
piastrine sono più variabili, sono più grosse di quelle del cane, da circa un quarto sino a 
quasi le stesse dimensioni dei globuli rossi. In entrambe le specie si considerano 
piastrine più grandi del normale quelle che hanno approssimativamente lo stesso 
diametro degli eritrociti. Nel sangue canino piastrine grandi (cioè “da stress”, “piastrine 
modificate”, “macropiastrine” o “megatrombociti”) non sono frequenti. Le 
macropiastrine sono più voluminose degli eritrociti e sono comunque rare. La loro 
presenza, o un numero aumentato di piastrine più grandi negli strisci ematici preparati 
di routine, suggerisce trombopoiesi attiva o più raramente anormale, associata a stati 
mielodisplastici o mieloproliferativi, oppure mielofibrosi [8,38,55,62]. I megatrombociti 
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sono tipici delle trombocitopenie, sono funzionalmente più attive e ciò spiega perché 
alcuni cani con conteggi piastrini inferiori a 10.000/µl non sanguini [67]. Alcuni 
contaglobuli misurano il volume piastrinico medio (Mean Platelet Volume o 
MPV).Quest’ultimo è un indice del ricambio delle piastrine perché le cellule appena 
liberate dal midollo osseo sono più voluminose e le loro dimensioni decrescono con 
l’invecchiamento in circolo. Nei pazienti con accelerato ricambio sono immesse in 
circolo cellule di dimensioni maggiori perchè sono immesse in circolo cellule più 
giovani. L’indice MPV può essere utile nel cane, anche se la presenza di 
megatrombociti è da considerarsi un migliore indicatore di aumentata trombopoiesi 
rispetto a un suo incremento [10,55]. 
Nel sangue periferico di animali con disturbi del midollo osseo, specie quei soggetti con 
stati mieloproliferativi e gatti con infezione da FeLV, si possono vedere anche piastrine 
di forma irregolare e/o con granuli atipici. In strisci ematici di cani con trombocitopenia 
immunomediata o colpiti da varie condizioni croniche è stata rilevata un’aumentata 
incidenza di piastrine di dimensioni ridotte; tuttavia questi elementi di piccole 
dimensioni ricadono entro intervalli di riferimento, si tratta di una determinazione 
difficile, specie se effettuata su strisci di sangue senza il valore del volume piastrinico 
medio ottenuto mediante analisi automatizzata. In generale aumentate variazioni di 
forma e di granulazione delle piastrine, la policromasia o la vacuolizzazione 
citoplasmatica e la presenza di proiezioni filamentose suggestive di attivazione 
piastrinica si osservano più spesso in cani e gatti con malattie conclamate che non in 
soggetti sani, sebbene questi rilievi abbiano poco e non specifico valore diagnostico. 
Una rara causa di anormale morfologia piastrinica è la comparsa di un grosso e singolo 
granulo (a volte vacuolizzato) in una piastrina canina che rappresenta la morula di 
Anaplasma (Ehrlichia) platys; i cani infetti mostrano in genere trombocitopenia da lieve 
a moderata o ciclica. I difetti familiari o genetici che colpiscono le piastrine, in genere 
non sono associati ad anormale morfologia distinguibile con la valutazione diretta dello 
striscio di sangue. Eccezione è il disturbo asintomatico familiare del Cavalier King 
Charles Spaniel [62]. 
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Figura 21 Macropiastrina in striscio di sangue periferico di cane da Laboratory Urinalysis and Hematology for small 
animal practioners, C.Sink B. Feldman 
 
4.3 TROMBOCITOSI 
Questo disturbo consiste nel prolungato e costante aumento delle piastrine nel sangue 
periferico (oltre 1000 x l). Le cause risiedono in un’aumentata produzione di 
piastrine indotta da disordini mieloproliferativi (policitemia vera, leucemie), 
infiammazioni croniche (artrite reumatoide, cirrosi), neoplasie (linfomi, carcinomi, 
leucemia megacariocitica), infezioni, traumi, emorragie acute (nell’anemia rigenerativa 
che ne consegue il conteggio piastrinico, si eleva al massimo fino a due volte il valore 
normale), deficienza di ferro (frequente) e nella sindrome di Cushing. Inoltre ci può 
essere un eccessivo rilascio dal midollo in risposta a: esercizio, eccitazione, gravidanza, 
a farmaci (Adrenalina, Vincristina) e nelle due settimane dopo splenectomia. Sono 
infine un reperto frequente in gatti anemici FeLV positivi e può essere associata a 
disturbi mieloproliferativi [38,41,67]. 
4.4 TROMBOCITOPENIA 
Per definizione la trombocitopenia si ha quando il numero delle piastrine scende sotto 
100 x. /l. La trombocitopenia può essere causata da diminuita produzione, 
aumentata distruzione e da sequestro o perdita di piastrine. La trombocitopenia da 
aumentata distruzione di piastrine è la forma più frequente e comprende processi 
immunomediati e altri di derivazione non immunologica. Le forme immunomediate a 
loro volta possono essere distinte in primarie (o autoimmuni) in forme secondarie a 
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infezioni (es. virus), a immunocomplessi (es. Ehrlichia), neoplasie (es. linfoma) e a 
somministrazione di farmaci (es. fenilbutazone) e trombocitopenie immunomediate 
associate ad anemia emolitica immunomediata o del complesso Lupus Eritematoso 
sistemico. La forma non immunologica è invece legata alla vaccinazione con virus vivi- 
attenuati, provocanti aggregazione piastrinica, e ad azione diretta dei farmaci 
(sulfamidici, tranquillanti, antibiotici, sedativi) sulle piastrine o agenti infettivi che 
determinano aggregazione e frammentazione piastrinica. La trombocitopenia da 
diminuita sintesi di piastrine è dovuta a ipoplasia, aplasia e mielofibrosi midollare 
prodotte da farmaci (estrogeni, diuretici Tiazidici, Ciclofosfamide, Fenilbutazone), 
agenti infettivi (FeLV, virus in genere), immunomediata o tossici o legata disordini 
mielo/linfoproliferativi. In genere questa trombocitopenia è preceduta da linfopenia e 
granulocitopenia.  La trombocitopenia da sequestro è dovuta a un’anomala distribuzione 
delle piastrine nel letto vascolare alterato come avviene nella splenomegalia (da torsione 
o neoplasia), epatopatia (ipertensione portale) e nella vasodilatazione (shock da 
endotossiemia) mentre quella da perdita è dovuta a emorragia, CID e formazione di 
trombi secondaria a danno vascolare [38]. 
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       Parte Sperimentale 
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5 PREMESSA 
L’esame microscopico di uno striscio di sangue da parte di un osservatore esperto è 
parte essenziale dell’esame emocromocitometrico, anche quando sono disponibili 
contaglobuli in grado di eseguire la formula leucocitaria. L’esame dello striscio fornisce 
molte informazioni e completa l’emogramma valutando la componente morfologica 
eritro-leucocitaria-piastrinica, essenziale per l’interpretazione numerica [34,38]. Gli 
eritrociti sono eccellenti spie dello stato biochimico e fisico della circolazione e 
percorrendo nella loro vita più volte l’organismo sono influenzati da tantissimi fattori 
che possono incidere sul loro equilibrio, alterandone la forma e quindi la funzione [20]. 
Virtualmente tutti gli strisci presentano occasionali alterazioni della forma e delle 
dimensioni cellulari ma se questi cambiamenti avvengono in una significativa 
percentuale o sono molto evidenti, è bene valutare attentamente il loro potenziale 
significato diagnostico [55]. La valutazione dello striscio ematico è una procedura 
soggettiva che richiede buona esperienza per identificare alterazioni morfologiche 
eritrocitarie, leucocitarie e piastriniche e differenziarle da artefatti, perché ancora oggi 
non esiste un sistema automatico o standardizzato per riconoscerle e quantificarle in 
modo univoco. Nell’esperienza del laboratorio di Patologia Clinica Veterinaria del Dip. 
di Clinica Veterinaria, i microscopisti hanno notato un’alterazione particolare che 
coinvolge due eritrociti che unendosi in una sorta di “abbraccio” assumono una forma a 
“quadrifoglio” o “croce di Pisa”. In questa particolare alterazione i globuli rossi non 
assumono la tipica disposizione a pila di monete dei rouleaux né quella caotica 
dell’agglutinazione. Fisiologicamente le membrane eritrocitarie, avendo la stessa carica 
elettrica si dovrebbero respingere, ma in alcuni casi come durante l’infiammazione, 
molecole come le globuline diminuiscono le cariche negative determinanti la repulsione 
fra gli eritrociti andandone a favorire quindi l’adesione. Nell’unico studio riguardante 
quest’alterazione, i quadrifogli sono stati correlati all’età (cioè maggiore di 6 anni), alla 
leucopenia e più in particolare alla neutropenia [39,52]. 
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Gli obiettivi della presente tesi sono: 
o Valutare l’influenza del microscopista sulla lettura striscio ematico, sia per la 
determinazione della formula leucocitaria che  per la osservazione e la 
registrazione delle variazioni morfologiche nelle tre popolazioni ematiche, 
eritrociti, leucociti e piastrine, 
o Determinare l’incidenza dell’alterazione “a quadrifoglio” negli eritrociti sul totale 
di emogrammi completi eseguiti in un arco temporale di diversi mesi 
o Determinare la localizzazione dell’alterazione degli eritrociti a quadrifoglio e il 
numero di questi per campo microscopico esaminando retrospettivamente un 
congruo numero di strisci ematici appositamente catalogati. 
5.1 MATERIALI E METODI 
5.1.1 Raccolta retrospettiva dei dati 
Nel Maggio 2009 è stata inserita nel programma elettronico di archiviazione del 
Dipartimento di Clinica Veterinaria, nella sezione di ematologia nello spazio dedicato al 
microscopista, una casella specifica da barrare in caso di riscontro di eritrociti a 
quadrifoglio durante l’esame dello striscio ematico. L’archivio dei dati basato sul 
software File Maker® risponde a criteri di ricerca selettiva per i singoli/multipli 
parametri. La maggior parte dei dati raccolti in questa tesi sono stati elaborati dai file 
estratti dal programma File Maker® e i dati ottenuti dall’emogramma e dalle cartelle 
cliniche sono stati gestiti con il programma Microsoft Excel®. 
5.1.2 Esame emocromocitometrico e striscio ematico 
I campioni per l’esame emocromocitometrico analizzati presso il Laboratorio di 
Patologia Clinica provengono sia da pazienti interni alla clinica sia da esterni. Tutti i 
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campioni destinati all’esame emocromocitometrico sono raccolti in provette contenenti 
l’anticoagulante EDTA e la preparazione dello striscio ematico periferico è effettuata 
con la tecnica del vetrino portaoggetti il prima possibile dopo il prelievo. I campioni di 
pazienti esterni alla clinica dovrebbero sempre essere accompagnati dallo striscio 
ematico, perché la ritardata esecuzione di quest’ultimo si può tradurre in alterazioni 
morfologiche artefattuali da prolungata conservazione. Gli strisci ematici sono stati 
colorati dal personale tecnico del laboratorio con il colorante Diff-Quik® fino a 
Gennaio 2011 e in seguito con il coloratore automatico Aerospray 7120® che sfrutta la 
colorazione di May-Grundwald-Giemsa. L’osservazione degli strisci ematici colorati 
avviene a vari ingrandimenti (20x, 40x e 100x) permettendo la valutazione della 
morfologia delle tre popolazioni cellulari e la conferma dei valori delle piastrine e dei 
leucociti sul campione di sangue in esame. 
Per stabilire l’influenza dei diversi patologi clinici nella valutazione dello striscio 
ematico periferico sono stati scelti dall’Archivio File Maker® 16 emogrammi canini, 12 
patologici e 4 nella norma. Questi strisci sono stati rivalutati retrospettivamente da  
quattro diversi microscopisti esperti (GL, BG, AG e AP). Gli emogrammi scelti, erano 
provenienti tutti da pazienti interni all’Ospedale Veterinario (6 Meticci, 2 Boxer, 2 
Pastore Tedesco, 1 Spinone, 1 Schnauzer, 1 Montagna di Pirenei, 1 Golden, 1 Cavalier 
King Charles Spaniel e 1 Jack Russel terrier) e sono stati effettuati con il contaglobuli 
Procyte® (14 campioni) o con il contaglobuli a impedenza elettrica HeCo Vet® 
(SEAC) (2 campioni). Esaminando esclusivamente l’emocromo fornito dal contaglobuli 
le principali anormalità erano: 
• un caso di leggera trombocitopenia (PLT 142 x 106/L) (PLT limite di riferimento 
148-484 x 106/L) 
• un caso di trombocitosi (PLT 829 x 106/L) con MCV, MCH e Hgb leggermente 
diminuiti  
•  due casi (Cavalier King Charles Spaniel, Boxer) di grave trombocitopenia e 
leggera anemia (CKCS- Hct 36,3% RBC 5,10 x 109/L PLT 13 x 106/L) (Boxer 
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Hct 36,7% e RBC 4,75 x 109/L, PLT 24 x 106/L) (limite di riferimento per RBC 
5,65-8,87 x 109/L e per Hct 37,3-61,7%) 
• un caso di grave anemia (Hct 16,9% RBC 2,69 x 109/L) e trombocitopenia (PLT 
26 x 106/L) 
• un caso di anemia moderata con ampio RDW 20,4% (limite di riferimento 12- 
16%) 
• un caso di anemia moderata (Hct 27,3% RBC 4,63 x 109/L) 
• un caso di anemia moderata (Hct 21,8% RBC 3,60 x 109/L) e lieve leucocitosi 
(WBC 18,57 x 106/L) (limite di  riferimento WBC 5,05 -16,76 x 106/L) 
• un caso di anemia moderata (Hct 27,3% RBC 4,70 x 109/L) e marcata 
leucocitosi (WBC 67,69 x 106/L) 
• un caso di anemia lieve (Hct 29,7% RBC 5,39 x 109/L), leucocitosi (WBC 28,14 
x 106/L) e trombocitosi (PLT 500 x 106/L) 
• un soggetto con anemia grave (Hct 20% e RBC 2,60 x 109/L), leucocitosi (WBC 
41,9 x 106/L) e trombocitopenia (PLT 144 x 106/L) 
• un caso di grave leucopenia (WBC 1,93 x 106/L) (range riferimento 5,05-16,76 x 
106/L) 
• quattro casi con emocromo nella norma 
Tra gli emogrammi scelti, otto presentavano l’alterazione eritrocitaria a “quadrifoglio”. 
Infine sono stati rivalutati retrospettivamente una congrua casistica di strisci ematici in 
cui alla prima osservazione era stata notata la presenza di RBCq. 
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5.1.3 Analisi statistica 
Per studiare l’influenza dell‘operatore nella lettura dello striscio ematico periferico, 
sono stati inseriti i dati ottenuti dalle quattro diverse letture in tre fogli Excel® 
(leucociti, eritrociti, trombociti) ed elaborati successivamente con il programma 
Medcal®. Per l’analisi statistica è stato utilizzato il test di Friedman, test non 
parametrico che viene utilizzato quando uno stesso parametro viene misurato su uno 
stesso soggetto in diverse condizioni. L’ipotesi nulla del test è che non ci sono 
differenze tra le variabili. Se la probabilità calcolata è bassa (p<0,05) l’ipotesi nulla 
viene rifiutata e si può concludere che almeno 2 delle variabili sono significativamente 
diverse tra loro. Per confrontare le valutazioni riguardanti la morfologia eritrocitaria con 
fogli Excel® e con il programma MedCalc®, i seguenti simboli sono stati converti 
come segue: 
o +/- come 0,5 
o + come 1 
o ++ come 2 
o +++ come 3 
o ++++ come 4 
Mentre per la stima piastrinica i termini sono stati sostituiti da: 
o inadeguata come 1 
o ridotta come 2 
o adeguata come 3 
o aumentata come 4  
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I valori percentuali ottenuti con le conte differenziali leucocitarie sono stati trasformati 
in valori assoluti. In un secondo momento, per valutare statisticamente le concordanze 
tra patologi-clinici sulla diminuzione, normalità o aumento di una particolare 
popolazione leucocitaria, i valori assoluti ottenuti sono stati convertiti come segue: 
o se inferiori al limite inferiore dell’intervallo di riferimento come 1 
o se compresi negli intervalli di riferimento come 2 
o se superiori al limite superiore dell’intervallo di riferimento come 3 
Gli intervalli di riferimento forniti dal Laboratorio di Patologia Clinica Veterinaria 
sono: 
- per i neutrofili segmentati = (3,69-11,9 x 109/L) 
-per i neutrofili banda = (0-0,3 x 109/L) 
-per gli eosinofili = (0,1-1,35 x 109/L) 
-per i linfociti = (0,7-5,1 x 109/L) 
-per i monociti = (0,2-1,7 x 109/L) 
5.2 RISULTATI 
5.2.1 Valutazione dell’influenza del microscopista 
Sono state confrontate le conte differenziali leucocitarie, le valutazioni della morfologia 
eritrocitaria e le stime piastriniche dei quattro operatori. 
In un primo momento la statistica è stata eseguita sui valori assoluti, strettamente 
numerici, di ciascuna classe leucocitaria. Per le conte differenziali, le valutazioni 
neutrofiliche sono risultate significativamente diverse tra microscopisti (p=0,009). 
Infatti, il quarto microscopista presentava conte neutrofiliche significativamente diverse 
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(p<0,05) (vedi figura n°1 e n°3) dal primo e dal secondo microscopista e solo il terzo 
microscopista non presentava significative differenze nella conta dei neutrofili dagli 
altri tre colleghi (vedi figura n°1 e n°2). 
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Figura 22 Conta differenziale dei neutrofili effettuata dai diversi patologi clinici. Sull’asse delle ascisse 
sono riportati in successione i 16 casi, mentre sull’asse delle ordinate è riportato il valore assoluto 
(x10/L) di queste cellule. 
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Figura 2 Box plot mostranti le diverse conte neutrofiliche dei patologi clinici. Il box rappresenta 
l’intervallo interquartile dal 25th al 75th percentile. La linea orizzontale nel box la mediana, e il 10 th e 90 
th percentile sono rappresentati dalle barre orizzontali fuori dal box. I valori “outliers” sono rappresentati 
da punti e triangoli. Significative differenze sono state riscontrate tra la lettura del primo e quella del 
quarto microscopista e tra quella di quest’ultimo e quella del secondo patologo 
 
 
 
 
 
Figura 3 Differenza statisticamente significativa nella conta dei neutrofili tra il patologo clinico “1” e il 
“4” (p=0,009). 
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Figura 4 Conta differenziale dei linfociti effettuata dai diversi patologi clinici. Sull’asse delle ascisse 
sono riportati in successione i 16 casi, mentre sull’asse delle ordinate è riportato il valore assoluto x10/L 
di queste cellule. 
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Figura 5 Box plot mostranti le diverse conte linfocitarie dei patologi clinici. Il box rappresenta 
l’intervallo interquartile dal 25th al 75th percentile. La linea orizzontale nel box la mediana, e il 10th e 90 
th percentile sono rappresentati dalle barre orizzontali fuori dal box. 
 
Figura 6 Differenza statisticamente significativa nella conta dei linfociti tra il patologo clinico “1” e il 
“3” (p=0,002). 
In un secondo momento, quando si sono valutate le concordanze dei diversi operatori 
riguardo la diminuzione, la normalità o l’aumento di una particolare popolazione 
leucocitaria, non sono state riscontrate differenze statisticamente significative nella 
conta neutrofilica (p=0,266), eosinofilica (p=0,201) e monocitaria (p=0,283). Soltanto la 
conta linfocitaria è risultata diversa (p= 0,009) tra il primo e il terzo e tra il primo e il 
quarto operatore. I casi in cui sono stati segnalati “Monociti attivati” da almeno un 
microscopista sono 8, ma in un solo caso la presenza è stata confermata da tutti (ma con 
un grading diverso espresso in scala “+++”, “+++”,”++” o ”+”). In un caso 3 
microscopisti indicavano contemporaneamente monociti attivati (due di questi come ++  
e uno come +) e in un altro caso la presenza di monociti attivi è stata indicata come “+” 
solo da 2 (patologi-clinici). I casi in cui sono stati segnalati “linfociti reattivi” sono 13, 
in un caso (lo stesso dove tutti erano concordi nel segnalare la presenza di monociti 
attivati) tutti i microscopisti sono stati concordi nell’affermare la presenza di queste 
cellule, in un altro caso 3 (patologi-clinici) hanno segnalato linfociti reattivi (tutti come 
+) e in altri 3 casi solo 2 microscopisti hanno indicato ( come “+” entrambi) i “linfociti 
reattivi”. 
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Per i globuli rossi è stato valutato il rilievo di policromasia, di anisocitosi, di 
poichilocitosi e dei corpi di Howell Jolly. La valutazione dell’anisocitosi è risultata 
significativamente diversa tra i quattro microscopisti (p=0,001). Il secondo 
microscopista ha mostrato differenze con gli altri tre. Il primo e il terzo microscopista, 
oltre con il secondo, hanno presentato differenze anche tra di loro e solo il quarto ha 
fornito valutazioni diverse solo dal secondo (che, come era già stato detto era a sua 
volta diverso dagli altri tre). 
Per la policromasia e la poichilocitosi si sono formati gli stessi gruppi di concordanza 
che si erano formati nella conta linfocitaria (vedi figura n° 6): il primo e il secondo 
microscopista non hanno presentato differenze tra di loro, ma nei confronti degli altri 
due colleghi (vedi figura n° 7). A loro volta il terzo e il quarto microscopista non hanno 
presentato differenze tra di loro ma nei confronti degli altri due colleghi. 
 
Figura 7 Le diverse valutazioni dei patologi clinici riguardanti la presenza di policromasia nei sedici 
strisci ematici periferici con la formazione dei “2 gruppi” concordi 1-2/3-4. 
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Figura 8 Differenza statisticamente significativa nella valutazione della poichilocitosi tra il patologo 
clinico “1” e il “4” nei sedici strisci ematici periferici. 
La valutazione della presenza di corpi di Howell jolly era simile tra i quattro patologi 
clinici (p=0,255). 
Gli acantociti sono stati segnalati rispettivamente in 8, 1, 11 e 3 casi dai patologi. In 5 
soggetti 2 microscopisti hanno segnalato contemporaneamente la presenza di queste 
cellule e in solo in 2 casi 3 microscopisti hanno concordato nel segnalare la presenza di 
acantociti. 
Gli echinociti sono stati segnalati rispettivamente in 8, 3, 4 e 5 casi. In 2 casi tutti i 
microscopisti hanno segnalato gli echinociti, in altri 2 casi 3 microscopisti hanno 
indicato contemporaneamente la presenza di echinociti e in unico caso 2 soli sono stati 
concordi. 
Gli schistociti sono stati segnalati rispettivamente in 6, 2, 7 e 6 casi. In nessun caso c’è 
stata però la contemporanea segnalazione di tutti i patologi. In 4 casi 3 microscopisti 
sono stati concordi nell’indicare la presenza di quest’alterazione e in 2 di questi tutti e 3 
la indicavano come +. 
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I cheratociti sono stati segnalati al massimo in 2 casi da un microscopista, in uno di 
questi casi anche un altro collega ne indicava la presenza (entrambi come +). I dacriociti 
sono stati segnalati rispettivamente in 1, 4, 2 casi sia per il microscopista 3 che per il 4. 
In 3 soggetti due microscopisti sono stati concordi nel segnalare la presenza di questa 
alterazione. 
L’ipocromia è stata segnalata in due casi (in un caso con tutti i microscopisti concordi e 
da tutti segnalata come un +, in un altro caso indicata da solo 2 microscopisti 
rispettivamente come ++ e +). I codociti o target cell sono state segnalate in 3 casi da 2 
microscopisti, ma solo in un caso sono stati concordi entrambi nell’indicarla. 
In un soggetto tre patologi clinici hanno segnalato la presenza di impilamento ma 
quest’anomalia di distribuzione eritrocitaria è stata segnalata dai (patologi-clinici) 
rispettivamente in 1, 7, 1 e in 0 casi. L’aggregazione eritrocitaria è stata segnalata da un 
solo microscopista in 2 soggetti. 
Su 8 casi che presentavano l’alterazione eritrocitaria a quadrifoglio, 2 sono stati 
segnalati dal primo microscopista, 7 dal secondo, nessuno dal terzo e 5 dal quarto. In 
due soli casi dove è stata segnalata l’alterazione eritrocitaria a quadrifoglio (RBCq) 
sono stati contemporaneamente segnalati dacriociti. 
Le valutazioni delle stime piastriniche sono risultate simili tra i quattro microscopisti 
(p=0,143). (Il grafico a colori non l’ho aggiunto perché era veramente brutto!) 
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Figura 9 Diverse stime piastriniche dei patologi clinici riguardanti nei sedici strisci ematici periferici. Il 
valore “1”in ordinata coincide con il termine “inadeguata”, il “2” con il termine “ridotta”, il “3” con 
“adeguata”, il “4” come “aumentata”. Per il patologo “1” mediana, 25th e 75th percentile coincidono. Per 
il patologo “2” e il “3” e “4” 75 th percentile e mediana coincidono. 
In 2 soli casi la stima non era definita ugualmente dai patologi-clinici: in un caso è stata 
definita “adeguata” da 2 microscopisti e “ridotta” da altri 2 (con il contaglobuli le 
PLT=142 x 106/L, limite di riferimento inferiore 148-484 x 106/L) mentre in un altro 
caso 3 patologi la definivano come “adeguata” e un patologo la definiva “aumentata” 
(PLT 283 x 106/L). 
Le macropiastrine sono state segnalate in 5 (31,25%) casi dal primo microscopista, in 8 
dal quarto (50%), in 10 (62,5%) dal terzo microscopista  e in 15 (93,75%) dal secondo. 
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CONCORDANZA NEL SEGNALARE MACROPIASTRINE N° CASI 
Concordi tutti i patologi clinici 3 
Concordi 3 patologi clinici 4 
Concordi 2 patologi clinici 3 
Segnalata da 1 patologo clinico 6 
Tabella 2 Concordanza dei patologi clinici nel segnalare macropiastrine nei 16 strisci ematici 
Per un caso 2 microscopisti erano concordi nel segnalare la presenza di “Piastrine 
attivate”. 
5.2.2 Incidenza dell’alterazione eritrocitaria “a quadrifoglio” 
Sono stati raccolti retrospettivamente dall’archivio File Maker® n. 3081 emogrammi 
canini effettuati nel periodo compreso tra il 01/10/2010 e il 31/12/2011. L’alterazione 
eritrocitaria a quadrifoglio si presentava in n. 138 emogrammi e in 5 soggetti questa 
alterazione era presente in due esami consecutivi. I cani che ripresentavano l’alterazione 
“a quadrifoglio” in emogrammi successivi sono stati: 
-1 Bassotto, maschio, 9 anni 
-1 Golden retriever, femmina, 6,5 anni 
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-1 Siberian husky, femmina, 11 anni 
-1 Barboncino, maschio, 5 mesi 
-1 Pastore tedesco, maschio, 9 anni 
L’incidenza dell’alterazione in questo studio è 0,045 corrispondente al 4,5%. 
L’alterazione “a quadrifoglio” è stata osservata anche in due gatti, un vitello e un orso. 
Nel precedente studio [52], l’incidenza è stata di 0,039 pari al 4%. (vedi Tabella n°2) 
RBCq Primo studio Secondo studio 
CBC totali  3958 3081 
CBC con RBCq 154 138 
Incidenza RBCq 0,039  0,045 
Percentuale casistica 4% 4,5% 
Tabella n°2 Confronto tra i due studi riguardante la prevalenza degli RBCq  
5.2.3 Razza 
I risultati del rilevamento dell’alterazione “a quadrifoglio” nell’ambito delle razze sono 
riportati in tabella 3. 
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Razza N° soggetti % totale per razza 
Meticcio 41 30,82% 
Pastore tedesco 16 12,03% 
Golden retriever  9 6,76% 
Labrador 8 6,01% 
Setter 7 5,3% 
Border collie 5 3,8% 
Boxer 4 3,0% 
Breton 4 3,0% 
Bovaro bernese 3 2,3% 
Barboncino 3 2.3% 
n. 6 razze diverse con 2 soggetti 12 9,0% 
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n. 26 razze diverse con 1 solo soggetto 26 19,6% 
Tabella 3 Razze e numero di soggetti corrispondenti che presentavano l’alterazione eritrocitaria a 
“quadrifoglio”. 
Pastore tedesco, Labrador, Golden retriever sono le razze che in questo studio hanno 
presentato più spesso quest’alterazione. Siberian Husky, Bassotto, Chihuahua, Carlino, 
Jack Russel, Cavalier King Charles Spaniel sono le razze che presentavano 2 soggetti 
con l’alterazione eritrocitaria a quadrifoglio. Nel precedente studio[52] le razze che 
presentavano più spesso questa alterazione sono state Labrador(12,9%), Pastore 
Tedesco (7,9%) e Golden retriever (5,7%). 
5.2.4 Età 
Gli emogrammi che hanno presentato l’alterazione “a quadrifoglio” sono stati suddivisi 
in 3 gruppi in base all’età: 
- Cuccioli (0-12 mesi): 14 (10,5%) 
- Adulti (12 mesi-6 anni): 45 (33,85%) 
- Anziani (dai 6 anni in poi): 74 (55,65%) 
 
Figura 10 Suddivisione in cuccioli, adulti, anziani dei soggetti presentanti l’alterazione “eritrocitaria a 
quadrifoglio” 
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Gli anziani, che hanno una maggior presenza di RBCq sono poi stati ulteriormente 
suddivisi in altri 4 gruppi: 
- 6 anni : 6 soggetti 
- > 6 ma < 10 anni: 30 soggetti 
- 10 anni : 11 soggetti 
- > 10 anni : 27 soggetti 
 
Figura n 11 Suddivisione dei soggetti anziani presentanti l’alterazione eritrocitaria “a quadrifoglio” in 4 
classi:6 anni, tra 6 e 10 anni, 10 anni, più di 10 anni. 
 
 
Nel precedente studio [52] i cuccioli presentanti questa alterazione corrispondevano al 
15,8%, gli adulti al 28% e gli anziani al 56,1% del totale (154 soggetti presentanti 
RBCq) (vedi Figura n.12). 
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Figura n 12 Confronto riguardante l’età dei soggetti presentanti RBCq tra il precedente e l’attuale studio 
5.2.5 Sesso 
Sul totale di 133 cani presentanti l’alterazione a quadrifoglio 70 erano maschi (2 maschi 
castrati e 68 interi) corrispondenti al 52,63% del totale e 63 femmine (14 femmine 
sterilizzate e 49 intere) corrispondenti al 47,37%. Nel precedente studio [52] i cani 
maschi presentanti l’alterazione erano 73 (52,5%), mentre le femmine 66 (47,5%). 
5.2.6 Localizzazione dell’alterazione 
Il ritrovamento degli RBCq” rimane fortuito, non esiste la certezza del ritrovamento né 
una precisa localizzazione . Nei 64 vetrini esaminati retrospettivamente: 
- 34 presentavano l’alterazione nella porzione marginale fra corpo e coda dello striscio  
- 30 presentavano gli RBCq nella coda. 
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Figura n 13 Più eritrociti a quadrifoglio in rosso nella zona marginale tra corpo e coda a piccolo 
ingrandimento e due forme intermedie in verde (20 x). 
 
Figura n 14 Più eritrociti a quadrifoglio e 1 forma intermedia (in verde) nella zona marginale tra corpo e 
coda a piccolo ingrandimento (20 x). 


 
                Figura n 15 Eritrocita a quadrifoglio nella coda dello striscio 
Tra i 23 soggetti che presentavano più RBCq nello stesso striscio: 
- 16 soggetti presentavano gli RBCq al confine tra corpo e coda 
- 3 soggetti presentavano gli RBCq solo nella coda 
- 4 soggetti presentavano RBCq sia nella coda sia al confine tra testa e coda 
I quattro soggetti che presentavano alterazioni in entrambe le porzioni dello striscio 
sono quelli dove gli RBCq sono più numerosi (rispettivamente 3, 6, 6 e 7 RBCq ). 
5.2.7 Quantificazione per campo  
Sul totale di 64 strisci ematici revisionati retrospettivamente: 
- 48 presentavano un 1 RBCq per campo (75%) 
- 9 presentavano 2 RBCq per campo (14,1%) 
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- 7 presentavano 3 RBCq per campo(10,9%)  
 
 
Figura n 16 Suddivisione dei soggetti in base al numero di Rbcq presentati per campo. 
 
Figura n 17 Due eritrociti a quadrifoglio nello stesso campo nella coda dello striscio ematico  
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5.2.8 Quantificazione totale dell’alterazione eritrocitaria “a quadrifoglio” 
(RBCq) 
Sul totale di 64 strisci ematici periferici revisionati retrospettivamente è stata osservata 
questa distribuzione:  
- 41 strisci presentavano un solo RBCq (64,1%)  
- 23 strisci due o più RBCq (35,9%) 
 
Figura n 18 Istogramma rappresentante i soggetti dove si è riscontrato 1 RBCq e quelli dove si sono 
riscontrati più RBCq nello stesso striscio ematico. 
Nel gruppo di 23 soggetti che avevano la presenza di più RBCq nello striscio: 
- 4 soggetti presentavano 2 RBCq (4,7%) 
- 6 soggetti presentavano 3 RBCq (9,4%) 
- 6 soggetti presentavano 4 RBCq (9,4%) 
- 2 soggetti presentavano 5 RBCq (3,1%) 
- 3 soggetti presentavano 6 RBCq (4,7%) 
- 2 soggetti presentavano 7 RBCq (3,1%) 
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Figura n 19 Istogramma rappresentante la suddivisione dei soggetti in base al numero di eritrociti a 
quadrifoglio riscontrati. 
5.2.9 Presenza di forme intermedie  
Si sono riscontrati in 23 (36%) strisci ematici periferici, oltre l’alterazione eritrocitaria a 
"quadrifoglio", anche delle forme intermedie. Quest’ultime sono state considerate come 
eritrociti con estremità sovrapposte, arrotondate ma non appuntite come quelle dei 
dacriociti. 
 
Figura n 20 Presenza di forme intermedie dell’alterazione eritrocitaria a quadrifoglio, si notino le diverse 
estremità due più arrotondate e due più a punta e l’aspetto più sovrapposto e non “abbracciato”. 
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Gli strisci che presentavano 1 RBCq e forme intermedie sono stati 7 (30,4%) mentre 
quelli che presentavano sia forme intermedie sia più RBCq sono stati 16 (69,6%). 
 
5.3 DISCUSSIONE 
L'esame dello striscio ematico periferico con la conta differenziale dei leucociti, la stima 
piastrinica e la valutazione della morfologia eritrocitaria forniscono dati clinici 
fondamentali e la mancata revisione si può tradurre in una perdita di informazioni 
importanti. Tuttavia, perché questo esame sia effettuato correttamente deve essere 
svolto da personale esperto e qualificato. L’individuazione di cellule anormali, come 
blasti, sferociti, schistociti, NRBC, neutrofili tossici, monociti reattivi, potrebbe 
sfuggire, oltre che ai più sofisticati e moderni contaglobuli, anche a personale inesperto. 
Personale medico “di emergenza” può comunque ricavare importanti informazioni 
cliniche da questo esame in soggetti gravemente trombocitopenici e/o leucopenici, ma è 
comunque necessaria una certa esperienza per interpretare lo striscio di un soggetto che 
non presenta queste alterazioni [34]. Quindi l’esame dello striscio ematico periferico è 
fondamentale ma rimane in parte soggettivo e dipendente dall’operatore che lo 
interpreta. Con questo studio si è potuto osservare come anche tra operatori esperti si 
possano riscontrare piccole differenze di interpretazione. Queste differenze sono emerse 
confrontando in senso strettamente matematico i valori assoluti delle conte differenziali 
leucocitarie ma hanno perso di significato una volta considerata l’interpretazione clinica 
di questo esame. Infatti, confrontando solo i valori numerici sono state riscontrate 
differenze significative nella conta neutrofilica e linfocitaria, con un’apparente 
concordanza (totale dei 4 patologi per i neutrofili e a gruppi di 2 per i linfociti) per 
valori elevati e diminuiti. Queste differenze possono essere legate al basso numero di 
casi esaminati, all’ampio numero di casi patologici considerati, alla zona abituale di 
lettura sullo striscio, al numero di cellule contate (in casi di leucopenia le conte sono 
state effettuate su 25 o 50 cellule) e al metodo utilizzato dai diversi operatori per 
effettuare la conta (ma in questo studio tutti hanno utilizzato quello della “W”). La 
presenza di concordanza nelle conte eosinofiliche e monocitarie tra i diversi patologi 
clinici può essere legata al ridotto numero di queste cellule nel torrente circolatorio e al 
basso numero di casi esaminati. Quando successivamente si è tralasciato l’aspetto 
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strettamente “numerico e matematico” e si è valutato con approccio “medico” la 
diminuzione, la normalità o l’aumento di ciascuna classe leucocitaria, anche le 
differenze nelle conte neutrofiliche (oltre che nelle conte eosinofiliche e monocitarie) 
sono scomparse. Solo per le conte linfocitarie sono state riscontrate differenze, ma 
queste possono essere legate al basso numero di strisci ematici esaminati e al fatto che 
in 3 casi si sono riscontrati valori assoluti ai limiti degli intervalli di riferimento. Infatti, 
in primo soggetto 3 lettori contavano 0,74 x 109/L (trasformato, valutando gli intervalli 
di riferimento in “normalità”) e un altro patologo 0,64 x 109/L (trasformato in 
“diminuito”), in un secondo soggetto 3 contavano 0,68 x 109/L (trasformato in 
“diminuito”) e un operatore contava 1,30 x 109/L (trasformato in “normale”) e in un 
terzo soggetto un operatore contava 5,30 x 109/L (come “aumentato”) e gli altri tre 
rispettivamente 4,90 x 109/L, 5,08 x 109/L, 4,80 x 109/L (come “normali”). 
La valutazione della morfologia eritrocitaria è stata la componente dell’esame dello 
striscio ematico dove sono state osservate più differenze interpretative tra i patologi. Le 
differenze riguardavano spesso la stima quantitativa dell’alterazione ma anche la 
presenza di particolari alterazioni morfologiche. Quando un patologo clinico non 
segnalava un’anomalia eritrocitaria che invece un altro indicava, la differenza notata è 
stata spesso che il grado di quest’ultima che era indicato come + o +/-, pertanto il 
grading dell’alterazione non era uniforme. Le discordanze riguardanti la componente 
eritrocitaria possono essere stati dovuti al basso numero di casi, alla zona di 
“monostrato” esaminato e all’enorme numero di combinazioni interpretative scaturite 
dall’associazione di alterazioni morfologiche con la stima quantitativa del grado 
dell’alterazione. 
La stima piastrinica sullo striscio ematico, esame fondamentale per convalidare il 
numero di trombociti, è risultata uniforme tra i lettori. Solo in tre casi un solo operatore 
(mai lo stesso) valutava la stima diversamente dagli altri tre, ma in due casi il numero di 
piastrine si trovava ai limiti dell’intervallo di riferimento. In tutti gli altri 13 casi tutti e 
quattro i patologi riportavano ugualmente e uniformemente la stima piastrinica. 
Per l’alterazione eritrocitaria “a quadrifoglio”, che era stata legata in un precedente 
studio all’età [50], si sono valutati razza, sesso ed età dei soggetti che presentavano 
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l’alterazione, ma questi rilievi sono comunque dipendenti dalla popolazione affluita 
all’Ospedale Veterinario nei 15 mesi di studio. E’ stata esaminata l’incidenza 
dell’alterazione RBCq nel periodo di 15 mesi (138/3081 emogrammi pari allo 4,5%), 
localizzandola nella coda e zona marginale tra corpo e coda, nella maggior parte dei casi 
con l’osservazione di un solo RBCq per campo microscopico. Probabilmente il 
riscontro di RBCq in queste zone può essere in parte legato alle loro maggiori 
dimensioni. Confrontando successivamente i risultati ottenuti riguardanti prevalenza, 
sesso, razza ed età dei soggetti presentanti l’alterazione a quadrifoglio con quelli del 
precedente studio, si può osservare come i risultati ottenuti siano quasi sovrapponibili. 
Minime differenze si sono ottenute per le razze canine che più frequentemente 
presentavano questa alterazione, ma ciò è strettamente legato alla popolazione canina 
affluita all’ Ospedale didattico Veterinario. Inoltre il riscontro di RBCq maggiormente 
in soggetti anziani (cioè > 6anni) va a sostegno della tesi che questa alterazione possa 
essere correlata all’età . 
 
5.4 CONCLUSIONI 
Con questa tesi è stato possibile valutare l’attività dell’operatore sulla valutazione 
striscio ematico, sia per la determinazione della formula leucocitaria che per la 
segnalazione delle variazioni morfologiche nelle tre popolazioni cellulari ematiche. Si è 
osservato che tra operatori esperti, nell’esame di uno stesso striscio ematico, possono 
esistere minime variazioni dell’interpretazione della morfologia eritrocitaria ma che le 
stime piastriniche e le informazioni cliniche ottenute dalle conte delle popolazioni 
leucocitarie sono sovrapponibili. Con la presente tesi è stato inoltre possibile valutare 
l’alterazione eritrocitaria “a quadrifoglio”, quantificandola per campo microscopico e 
localizzandola principalmente nella coda e nella zona marginale tra corpo e coda dello 
striscio ematico periferico. 
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